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DESCRIPCION
Proteinas con actividad cardioprotectora
CAMPO DE LA INVENICON

La presente invencién se refiere al uso de Fam3c como medicamentos, por ejemplo, en el contexto de la terapia génica o
mediante su administracién en forma de proteinas, tales como proteinas recombinantes o sintéticas, para tratar o reducir
el riesgo de enfermedad cardiaca. En particular, la invencién se refiere a la proteccion del corazén contra el desarrollo de
insuficiencia cardiaca (IC) preservando la viabilidad de las células musculares cardiacas. Las condiciones para las que
los medicamentos son eficaces incluyen, pero no se limitan a, isquemia cardiaca (infarto de miocardio y lesién por
reperfusién), dafio toéxico cardiaco y cardiomiopatia de origen genético.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A pesar de los recientes avances en cirugia y terapia cardiovascular, los trastornos o enfermedades cardiovasculares
(ECV) siguen representando el -30% de las muertes en todo el mundo, de las cuales aproximadamente el 50% se deben
a enfermedad cardiacas isquémicas, con una tendencia a aumentar a mas de 23 millones en 2030, segun la OMS
(www.who.int/cardiovascular_diseases/en/). La enfermedad arterial coronaria y el infarto de miocardio representan la
principal causa (65-70% de los casos) de insuficiencia cardiaca. El pronéstico de esta condicion sigue siendo malo, con
una mortalidad estimada del 40% de los pacientes a los 4 afios del diagnéstico (Owan, T.E., et al. Trends in prevalence
and outcome of heart failure with preserved ejection fraction. N Engl J Med 355, 251-259 (2008)). Un componente esencial
que subyace a la carga epidémica de la IC es |la incapacidad del musculo cardiaco para regenerarse en la vida adulta. La
lesién cardiaca, como consecuencia de la isquemia, hipertension, infeccién, inflamacién o dafio tdxico, suele provocar
una pérdida irreversible de cardiomiocitos (CM), con la consiguiente fibrosis y cicatrizacion (Laflamme, M.A. y Murry, C.E.
Heart regeneration. Nature 473, 326-335 (2011); Xin, M., Olson, E.N. y Bassel-Duby, R. Mending broken hearts: cardiac
development as a basis for adult heart regeneration and repair. Nat Rev Mol Cell Biol 14, 529-541 (2013)).

El desarrollo de farmacos en este campo ha sido marginal en términos de eficacia desde mediados de los afios 90, y
todos los farmacos disponibles son moléculas quimicas pequefias. Si se tienen en cuenta los lineamientos actuales de la
ESC para la IC cronica con fraccién de eyeccidn reducida (Ponikowski, P., et al. 2016 ESC Guidelines for the diagnosis
and treatment of acute and chronic heart failure: The Task Force for the diagnosis and treatment of acute and chronic heart
failure of the European Society of Cardiology (ESC). Eur J Heart Fail 18, 891-975 (2016)), los tres farmacos recomendados
en todos los pacientes (inhibidores de la ECA, B-bloqueadores y antagonistas de los receptores
mineralocorticoides/aldosterona) se introdujeron en la practica clinica en la década de 1970 o antes (Gavras, H., Faxon,
D.P., Berkoben, J., Brunner, H.R. &yRyan, T.J. Angiotensin converting enzyme inhibition in patients with congestive heart
failure. Circulation 58, 770-776 (1978); Swedberg, K., Hjalmarson, A., Waagstein, F. & Wallentin, |. Prolongation of survival
in congestive cardiomyopathy by beta-receptor blockade. Lancet 1, 1374-1376 (1979); Goldberger, E. Aldosterone and the
Edema of Congestive Heart Failure. Am J Cardiol 15, 274 (1965)); de los farmacos sélo recomendados en pacientes
seleccionados, los antagonistas de los receptores de la angiotensina [I-ARB datan de mediados de los afios 90 (Gottlieb,
S.S., et al. Hemodynamic and neurohormonal effects of the angiotensin Il antagonist losartan in patients with congestive
heart failure. Circulation 88, 1602-1609 (1993)), mientras que el mas reciente LCZ6969 se basa en una combinacién de
un antiguo ARB (valsartan) con sacubitrilo, perteneciente a la clase de los inhibidores de neprilisina, que también se
desarrollaron a finales de la década de 1980 (Jhund, P.S. y McMurray, J.J. The neprilysin pathway in heart failure: a review
and guide on the use of sacubitril/ivalsartan. Heart 102, 1342-1347 (2016)). El ultimo farmaco de las recomendaciones, la
ivabradina, un inhibidor del canal Ir que controla el ritmo cardiaco, también se desarrolld a mediados de los noventa
(Thollon, C., et al. Electrophysiological effects of S 16257, a novel sino-atrial hode modulator, on rabbit and guinea-pig
cardiac preparations: comparison with UL-FS 49. Br J Pharmacol 112, 37-42 (1994)).

Los estudios sobre factores bioldgicos candidatos para estas condiciones indicados por estudios bioquimicos (por
ejemplo, relaxina, péptidos natriuréticos, antagonistas de AVP) han fracasado todos en ensayos clinicos de fase lll
(Teerlink, J.R., et al. Serelaxin in addition to standard therapy in acute heart failure: rationale and design of the RELAX-
AHF-2 study. Eur J Heart Fail 19, 800-809 (2017); O'Connor, C.M., et al. Effect of nesiritide in patients with acute
decompensated heart failure. N Engl J Med 365, 32-43 (2011); Matsuzaki, M., Hori, M., Izumi, T. y Fukunami, M. Efficacy
and safety of tolvaptan in heart failure patients with volume overload despite the standard treatment with conventional
diuretics: a phase |ll, randomized, double-blind, placebo-controlled study (QUEST study). Cardiovasc Drugs Ther 25 Suppl
1, $33-45 (2011); Wang, G., et al. Efficacy and Safety of 1-Hour Infusion of Recombinant Human Atrial Natriuretic Peptide
in Patients With Acute Decompensated Heart Failure: A Phase Ill, Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled,
Multicenter Trial. Medicine (Baltimore) 95, 2947 (2016)).

En particular, ningun farmaco ni tratamiento de ningun tipo protege el corazén durante la isquemia aguda, ni tampoco
después de un infarto de miocardio. Cuando un paciente sufre un infarto de miocardio, las células cardiacas mueren
progresivamente por la falta repentina de oxigeno debida a la obstruccion de una arteria coronaria. Si se revasculariza a
un paciente (intervencién coronaria percutanea, angioplastia) en las primeras horas tras el infarto, se salva una parte
importante del miocardio, pero aun asi un gran numero de células miocardicas mueren irreversiblemente. La propia
angioplastia promueve un dafio adicional, debido al flujo repentino de oxigeno que se produce tras restablecer la perfusion
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sanguinea. Debido a la incapacidad de las células contractiles del miocardio para experimentar una regeneracién
significativa en la vida adulta, la parte perdida del miocardio se repara de forma irreversible mediante la formacidn de una
cicatriz que, a largo plazo, es un factor determinante de la insuficiencia cardiaca.

Por lo tanto, sigue existiendo la imperiosa necesidad de proporcionar un farmaco, en particular un farmaco biolégico que
imite los procesos de supervivencia enddgenos, que pueda salvar las células miocardicas inmediatamente después de
un agravio que provoque la pérdida de cardiomiocitos y la consiguiente remodelacion patoldgica del corazén. En concreto,
esta necesidad es relevante para el tratamiento de varias condiciones que conducen a la IC, incluyendo el infarto de
miocardio, la lesion por reperfusién tras una angioplastia, el dafio tdxico cardiaco por quimioterapia contra el cancer, la
miocarditis, la miocardiopatia de origen genético y no genético.

Proteger a los cardiomiocitos de la muerte seria de inmensa relevancia, ya que permitiria preservar el miocardio y
conservar a largo plazo la integridad y la funcién cardiacas, evitando que se produzca un deterioro de la funcion cardiaca
que conduzca alalC.

Apesar de la falta de terapias curativas, se han logrado notables avances en la comprension de los mecanismos celulares
y moleculares que conducen a la degeneracién de los tejidos.

Por lo tanto, también existe la necesidad de nuevas terapias biolégicas, capaces de interferir especificamente en los
diferentes mecanismos de aparicion y progresién de la enfermedad, ofreciendo oportunidades terapéuticas.

Desde la aprobacion de la insulina recombinante en 1982 (Humulin®), el numero de farmacos biotecnolégicos ha
aumentado exponencialmente en las Ultimas tres décadas. Si se consideran los anticuerpos monoclonales, las enzimas,
los moduladores de receptores, las vacunas de subunidades y los péptidos, en la actualidad mas de 350 farmacos
biotecnoldgicos han obtenido la aprobacién clinica y mas de 400 han entrado en ensayos clinicos (Kinch, M.S. An overview
of FDA-approved biologics medicines. Drug Discov Today 20, 393-398 (2015); Rader, R.A. (Re)defining biopharmaceutical.
Nat Biotechnol 26, 743-751 (2008)). En WO 02/08284 se divulgan métodos y composiciones para estimular o inhibir la
cardiovascularizacion, que pueden utilizarse para el tratamiento de la aterosclerosis y la hipertrofia cardiaca.

En la investigacion genética, varios de los descubrimientos pioneros se han obtenido mediante enfoques de cribado. A
partir de la década de 1980, la identificacion de genes se ha visto facilitada inicialmente por la seleccion de bibliotecas de
ADN gendmico mediante hibridacion, seguida de la identificacion de ADNc mediante el cribado de anticuerpos en
bibliotecas de fagos. Afinales de los 80y en los 90, el cribado funcional de bibliotecas en células cultivadas condujo a la
identificaciéon de varios oncogenes y receptores celulares de virus animales. La mayoria de los primeros enfoques se
basaban en el uso de bibliotecas combinadas (normalmente, bibliotecas de ADNCc), en las que se identificaba un factor
deseado mediante una seleccién basada en el fenotipo. En la década de 2000, junto con los avances en robdtica, el
cribado de bibliotecas avanzé progresivamente hacia el analisis de cribado de alto rendimiento (HTS), basado en el uso
de bibliotecas en matriz. La HTS ha ABIERTO el camino Al uso no sélo de bibliotecas de ADNc, sino también de bibliotecas
de péptidos, acidos nucleicos (Eulalio, A., et al. Functional screening identifies miRNAs inducing cardiac regeneration.
Nature 492, 376-381 (2012)) y moléculas pequefias. Hoy en dia, los avances en la transferencia de genes permiten dar
un paso mas en este campo, especificamente, cribar bibliotecas directamente en animales, pasando asi de la seleccion
bioquimica o fenotipica in vitro a una verdadera seleccién funcional in vivo.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién proporciona Fam3c, o un polinucledtido que lo codifica, para su uso en el tratamiento o la reduccién del
riesgo de enfermedad cardiaca, en donde el Fam3c comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un
80% de identidad con SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, el uso reduce el riesgo de insuficiencia cardiaca. En algunas realizaciones, se reduce el riesgo
de insuficiencia cardiaca en un sujeto que padece una enfermedad cardiaca. En algunas realizaciones, el riesgo de
insuficiencia cardiaca se reduce en un sujeto con riesgo de enfermedad cardiaca.

En algunas realizaciones, se reduce el riesgo de insuficiencia cardiaca en un sujeto que padece una enfermedad cardiaca.
En algunas realizaciones, el riesgo de insuficiencia cardiaca se reduce en un sujeto con riesgo de enfermedad cardiaca.

En algunas realizaciones, se preserva la viabilidad de las células musculares cardiacas en un sujeto que padece una
enfermedad cardiaca. En algunas realizaciones, se preserva la viabilidad de las células musculares cardiacas en un sujeto
con riesgo de padecer una enfermedad cardiaca.

En algunas realizaciones, el Fam3c comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad con SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, el Fam3c comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, el polinucledtido comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5.
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La enfermedad cardiaca puede deberse, por ejemplo, a la pérdida de cardiomiocitos como consecuencia de un infarto de
miocardio, una lesidon por reperfusion tras una intervencidn coronaria percutanea (angioplastia coronaria), hipertension,
dafio téxico cardiaco (en particular, por quimioterapia contra el cancer), miocarditis, cardiomiopatia de origen genético y
no genético.

En algunas realizaciones, la enfermedad cardiaca esta asociada a una isquemia cardiaca. En algunas realizaciones, la
enfermedad cardiaca esta asociada a la pérdida de cardiomiocitos.

En algunas realizaciones, la enfermedad cardiaca se selecciona entre el infarto de miocardio; las consecuencias del infarto
de miocardio; la lesidon por reperfusidn tras una intervencion coronaria percutanea (angioplastia coronaria); la miocarditis;
la hipertension; el dafio toxico cardiaco (en particular, por quimioterapia contra el cancer); o la cardiomiopatia.

En algunas realizaciones, la enfermedad cardiaca es una disfuncion ventricular.

En algunas realizaciones, el corazén esta protegido del infarto de miocardio. En algunas realizaciones, se preserva la
funcién cardiaca tras un infarto de miocardio o unaintervencién coronaria percutanea (angioplastia coronaria). En algunas
realizaciones, se reduce la fibrosis tras el infarto.

En algunas realizaciones, el Fam3c o polinucledtido da como resultado la proteccién del corazén frente al infarto de
miocardio y/u otras condiciones que conducen a la pérdida de cardiomiocitos, preferiblemente preservando la funcion
cardiaca y reduciendo la fibrosis reparativa.

En algunas realizaciones, se previene la insuficiencia cardiaca.

En algunas realizaciones, el Fam3c se administra mediante suministro directo de proteinas. En algunas realizaciones, el
polinucledtido se utiliza en terapia génica.

En algunas realizaciones, el Fam3c es una proteina recombinante.

En algunas realizaciones, el Fam3c se obtiene a partir de un cultivo celular bacteriano, de levadura o de mamifero. En
algunas realizaciones, el Fam3c se obtiene a partir de E. coli, Pichia pastoris o células de ovario de hamster chino.

En algunas realizaciones, el Fam3c esta glicosilado.

En algunas realizaciones, el Fam3c es una proteina de fusién. En algunas realizaciones, el Fam3c es una proteina de
fusion Fe.

En algunas realizaciones, el polinucledtido esta en forma de un vector.
En algunas realizaciones, el polinucledtido esta en forma de un vector viral.

En algunas realizaciones, el vector es un vector viral adenoasociado (AAV), un vector retroviral, un vector lentiviral o un
vector adenoviral. En realizaciones preferidas, el vector es un vector viral adenoasociado (AAVY).

En algunas realizaciones, el vector es un vector AAV2.

En algunas realizaciones, el vector es un vector AAV9.

En algunas realizaciones, el vector es un vector AAV8.

En otro aspecto, la invencion proporciona un vector para su uso en el tratamiento o la reduccion del riesgo de
enfermedades cardiacas, en donde el vector comprende un polinucledtido como el divulgado en la presente que codifica
Fam3c, en donde el Fam3c comprende una secuencia de aminoéacidos que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ
ID NO: 2.

En algunas realizaciones, el vector es un vector viral.

En algunas realizaciones, el vector es un vector viral adenoasociado (AAV), un vector retroviral, un vector lentiviral o un
vector adenoviral. En realizaciones preferidas, el vector es un vector viral adenoasociado (AAVY).

En algunas realizaciones, el vector es un vector AAV2.
En algunas realizaciones, el vector es un vector AAV9.

En algunas realizaciones, el vector es un vector AAV8.
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En algunas realizaciones, el Fam3c se administra por via parenteral. En algunas realizaciones, el Fam3c se administra
por via intramiocardica. En algunas realizaciones, el polinucleétido se administra por via parenteral. En algunas
realizaciones, el polinucleétido se administra por via intramiocardica.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el Fam3c como se divulga en la
presente, en donde el Fam3c comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad con
SEQ ID NO: 2, y un vehiculo y/o excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en el tratamiento o la reduccion
del riesgo de enfermedad cardiaca.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende el vector como se divulga en la
presente, que comprende un polinucledtido como se divulga en la presente que codifica Fam3c, en donde el Fam3c
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 2, y un vehiculo y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en el tratamiento o la reduccidn del riesgo de enfermedad cardiaca.

En algunas realizaciones, la composicion esta formulada para inyeccién. En realizaciones preferidas, la composicion esta
formulada para administracion intracardiaca o intravenosa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. FunSel, un procedimiento de seleccién in vivo para identificar nuevas terapias cardiacas para el infarto
de miocardio (IM)

A. Representacién esquematica del plasmido vector pGi utilizado para la generacion de la biblioteca de
secretomas. B. Esquema del procedimiento de seleccidon funcional (FunSel) para identificar factores
cardioactivos tras un infarto de miocardio (IM). Brevemente, se utilizan grupos de 50 vectores para transducir el
ventriculo izquierdo del corazon; cada vector entra en un cardiomiocito diferente. A continuacion, se induce el IM,
que mata a la mayoria de los cardiomiocitos, pero no a los que expresan un factor cardioprotector. Al cabo de 3
semanas, se recupera el ADN del cddigo de barras del corazéon mediante amplificacion por PCR y se determina
la frecuencia de los vectores mediante secuenciacion de ultima generacién (NGS). A continuacién, se compara
el numero de lecturas de secuenciacion de los vectores con o sin infarto; los factores enriquecidos son los que
ejercen una actividad cardioprotectora. C. Resultados acumulativos obtenidos del cribado competitivo in vivo de
los 1198 vectores AAV de la biblioteca, organizados en 24 AAV9-grupos, cada uno compuesto por 50 insertos de
tamanfio similar. La frecuencia de cada factor recuperado del corazdn tras el infarto (n=9 ratones por grupo en el
grupo IM) se presenta como una relacién con la frecuencia del mismo factor en ausencia del tratamiento selectivo
(n=6 ratones por grupo en el grupo de Control), tal y como se detecté mediante la cuantificacion del cddigo de
barras NGS 3 semanas después de la inyeccién de los grupos de AAV. D. Resultados acumulativos obtenidos
del cribado in vivo de los 200 factores mas enriquecidos en la primera ronda de seleccién. De esta ronda adicional
de seleccién se eligieron 3 factores, especificamente, Chrdi1, Fam3c y Fam3b, nunca antes asociados a la
funcién cardiaca, para una investigacién individual méas exhaustiva. El nivel de enriquecimiento se expresa como
puntuacién Z respecto a los corazones no dafiados (0=sin seleccién) (Z>1,96 o Z<-1,96; p< 0,05).

Figura 2. Sobreexpresién de Chrdl1, Fam3c y Fam3b en un modelo de ratén de infarto de miocardio

A-B. Analisis ecocardiografico para evaluar la funcidén cardiaca a los 15, 30 y 60 dias post-IM en ratones CD1
adultos transducidos con AAV2/9-Chrdl1, AAV2/9-Fam3c, AAV2/9-Fam3b o un AAV2/9-control (1x10" vg/animal;
n=8 animales por grupo). La sobreexpresion cardiaca de los tres factores secretados mediada por vectores AAV9
preserva la fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (FEVI) (A) y reduce la dilatacién cardiaca (Vd - volumen
del ventriculo izquierdo en diastole) (B), si se compara con los animales de control AAV2/9. C. Dos meses
después del IM, los ratones fueron sacrificados para el anélisis histolégico y se cuantifico el tamafio de la cicatriz
tras la tincion con tricrémico de Masson (tamafio del infarto expresado en % del ventriculo izquierdo). El
tratamiento cardiaco con los tres factores redujo notablemente el tamafio de la cicatriz. D. Medicion del area
transversal del CM tras la tincion con aglutinina de germen de trigo (WGA) de secciones de corazon en ratones
tratados con AAV2/9-Chrdl1, AAV2/9-Fam3c, AAV2/9-Fam3b o AAV2/9-control, 60 dias después del IM. El
tratamiento con los tres factores contrarresté la hipertrofia celular miocardica tras el IM, lo que indica una mejora
de la funcién cardiaca. Los datos se muestran como mediatEEM; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001.

Figura 3. Chrdi1, Fam3c y Fam3b contrarrestan el patrén de expresién génica asociado al remodelado patolégico
del Vi

A-D. Cuantificacion por PCR en tiempo real de los niveles de expresién cardiaca de los genes a-MHC (A), B-
MHC (B), SERCA2a (C) y RYR2 (D ) en animales no infartados y en corazones tratados con AAV2/9-control o
AAV2/9-Chrdl1, AAV2/9-Fam3c o AAV2/9-Fam3b 60 dias después del IM. Los valores se normalizan para
GAPDH y se expresan como niveles respecto a los no tratados (n=6). Cada uno de los tres factores fue eficaz
para preservar el corazdn contra el remodelado patologico del VI. No tr: controles no tratados, Ctr: controles con
IM. Los datos se muestran como mediatEEM; * P<0,05; ** P<0,01.
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Figura 4. La sobreexpresién cardiaca mediada por AAV9 de Chrdl1, Fam3c y Fam3b reduce la muerte celular y
promueve la autofagia beneficiosa tras un IM

A. Cuantificacidon de la apoptosis mediante la evaluacién de los nucleos TUNEL-positivos (% del total) en la zona
del borde del infarto. Los animales fueron transducidos con vectores AAV2/9 que expresaban Chrdl1, Fam3c o
Fam3b después de IM. La tincion TUNEL de las células apoptéticas se realizd 2 dias después en una seccion
congelada del corazéon (n=5 por grupo). Los tres factores fueron eficaces en la proteccion de las células
miocérdicas contra la muerte apoptédtica. Como control para estos experimentos, se utilizé un vector AAV2/9 que
no expresaba ninguna proteina. B-C. La induccién de la autofagia se evalué analizando la lipidacion de la
proteina LC3 (conversién de LC3-l a LC3-ll) en los ventriculos izquierdos de los corazones transducidos
recolectados 2 dias después del IM. Inmunotransferencia tipo Western representativa (B) y analisis
densitométrico. Tanto AAV2/9-Chrdl1 como AAV2/9-Fam3c fueron capaces de inducir la autofagia (C). D. Para
analizar el flujo autofagico in vivo, se transdujeron ratones CD1 adultos con AAV2/9-mRFP-EGFP-LC3 junto con
AAV2/9s que expresaban Chrdl1, Fam3c, Fam3b o AAV2/9-Control (n=5 por grupo). Los autofagosomas
(amarillo) y los autolisosomas (rojo) se cuantificaron 2 dias después del IM en secciones de corazdn congeladas
mediante el recuento de puntos LC3+ amarillos y rojos. Tanto AAV2/9-Chrdl1 como AAV2/9-Fam3c aumentaron
notablemente el flujo autofagico in vivo. Los datos son mediazEEM,; *P<0,05; **P<0,01.

Figura 5. Efecto terapéutico de Chrdi1, Fam3c y Fam3b circulantes tras un infarto de miocardio

A. Esquema de la estrategia de valoracion de la eficacia terapéutica de los factores liberados en la circulacion
desde el higado, para imitar la administracion sistémica de proteinas recombinantes. Los vectores AAV2/8 que
expresan Chrdl1, Fam3c y Fam3b bajo el control del promotor de la a-1 antitripsina humana (hAAT) especifica
de los hepatocitos se inyectaron en el higado mediante inoculacion intraparenquimatosa directa (n=7; 3 puntos
de inyeccién por higado para un total de 5x10'" vg/animal); 7 dias después los animales se sometieron a un IM
por ligadura de la arteria coronaria. B. Alos 7 dias del suministro intraparenquimatoso de AAV2/8, se detectaron
las proteinas Chrdl1, Fam3c y Fam3b circulantes en los sueros de los animales mediante inmunotransferencia
tipo Western. C-D. Alos 15, 30y 60 después del IM, la circulacion de Chrld1, Fam3cy Fam3b preservo la fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo (FE) (C), y redujo la dilatacion cardiaca (medida como volumen diastélico,
pl) (D). E. El tamafio de la cicatriz se midié como % del VI mediante la tincion de tricrdmico de Masson. Los tres
factores redujeron el tamafio del infarto. Los datos se muestran como mediatEEM; *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001.

Figura 6. Chrdl1, Fam3c y Fam3b recombinantes protegen a los cardiomiocitos contra la muerte celular inducida
por doxorrubicina

Los cardiomiocitos de rata se trataron con las dosis indicadas de doxorrubicina y después se les administraron
100 ng/ml de los factores indicados. Después de 20 horas, se midid la apoptosis mediante la valoracion de los
niveles de activacién de la caspasa 3/7. Las tres proteinas recombinantes protegieron las células. Los datos se
muestran como mediazEEM; *P<0,05; **P<0,01.

Figura 7. Efecto de Chrdi1 en la prevencién de la activacién fibroblastica y la fibrosis cardiaca tras el dafio
miocardico

A. Esquema experimental para evaluar los efectos de Chrdl1 en la conversién inducida por Tgfp1 de fibroblastos
adultos primarios en miofibroblastos pro-fibroticos. B. Los fibroblastos adultos se trataron con dosis crecientes
de Tgfp1 (1-10-50 ng/ml) en presencia o ausencia de Chrdl1 recombinante (100 ng/ml). Tres dias después de
los tratamientos, se evaluaron los niveles de Col1a1 y a-Sma mediante inmunofluorescencia. C. La modulacién
de Chrdl1 sobre la respuesta fibrética inducida por el IM se confirmd in vivo en ratones transgénicos Col1a1(l)-
EGFP. Los corazones que sobreexpresaban AAV2/9-Chrdl1 mostraron una reduccidn de la cicatriz fibrotica y de
los niveles de activacién de Col1a1l y a-Sma. D. Cuantificacion de los niveles transcripcionales de Col1a1, a-
Sma, Tgfp1 y MMP9 mediante gPCR en tejido cardiaco de ratones CD1 3 dias después del IM. En conjunto,
estos resultados indican que Chrdl1 ejerce un efecto antifibrotico después del IM. Los datos se muestran como
mediatEEM; *P<0,05; **P<0,01.

Figura 8. La expresién de Chrdl1, Fam3c y Fam3b protege a los ratones de la toxicidad y la muerte cardiacas
inducidas por doxorrubicina.

Los ratones CD1 (n=8) fueron inyectados intramiocardicamente con vectores AAV9 que expresaban las tres
proteinas (Chrdl1, Fam3c o Fam3b), seguidos de un tratamiento con doxorrubicina durante 80 dias mediante
bombas de infusion. A. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier que muestra una fuerte actividad protectora de
Chrdi1, Fam3c y Fam3b frente a la muerte inducida por farmacos. B. y C. Fraccion de eyeccién del ventriculo
izquierdo (VI) y diametro interno telesistdlico, FEVI y DIVI respectivamente, en diferentes momentos del
tratamiento. Los datos muestran un efecto cardioprotector notable del tratamiento con cualquiera de los tres
factores. Los datos se muestran como mediatEEM; *P<0,05; **P<0,01.
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DESCRIPCION DE DETALLADA DE LA INVENCION

Los términos "comprender”, "comprende" y "comprendiendo”, como se utilizan en la presente, son sinénimos de "incluir"
0 "incluye"; o "contener" o0 "contiene", y son inclusivos o abiertos, y no excluyen miembros, elementos o pasos adicionales
no repetidos. Los términos "comprender”, "comprende" y "comprendiendo” también incluyen el término "consiste en".
Proteinas

Chrdl1 es un inhibidor extracelular de la proteina morfogenética ésea (BMP), que se expresa principalmente en tipos de
células derivadas del mesénquima, pericitos en la retina y en células neurales (Sakuta, H., et al. Ventroptin. a BMP-4
antagonist expressed in a double-gradient pattern in the retina. Science 293, 111-115 (2001); Nakayama, N., et al. Anovel
chordin-like protein inhibitor for bone morphogenetic proteins expressed preferentially in mesenchymal cell lineages. Dev
Biol 232, 372-387 (2001); Chandra, A., et al. Neurogenesin-1 differentially inhibits the osteoblastic differentiation by bone
morphogenetic proteins in C2C12 cells. Biochem Biophys Res Commun 344, 786-791 (2006); Coffinier, C., Tran, U.,
Larrain, J. y De Robertis, E.M. Neuralin-1 is a novel Chordin-related molecule expressed in the mouse neural plate. Mech
Dev 100, 119-122 (2001)).

El nombre Chrdl1 deriva de su similitud de secuencia con Cordina, otro inhibidor de BMP identificado como factor
dorsalizador del embrién de Xenopus. Chrdl1 tiene un patrén de expresion espaciotemporal distinto de la Cordina, pero
ambos genes contienen unidades ricas en cisteina disefiadas como repeticiones de procolageno (CR), que también estan
presentes en diversas proteinas de la matriz extracelular. CR1 y CR3 son responsables de la union Chrdl1-BMPs. La
proteina se une con gran afinidad a BMP4 y con menor afinidad a BMP5, BMP6 y BMP7.

Fam3b y Fam3c son dos miembros de la familia con similitud de secuencia 3, FAM3 (Zhu, Y., et al. Cloning, expression,
and initial characterization of a novel cytokine-like gene family. Genomics 80, 144-150 (2002)). Fam3b, también conocido
como PANDER, esté altamente expresado en el pancreas, en donde participa en la regulacion de la homeostasis de la
glucosay la funcién de las células B (Robert-Cooperman, C.E., Wilson, C.G. y Burkhardt, B.R. PANDER KO mice on high-
fat diet are glucose intolerant yet resistant to fasting hyperglycemia and hyperinsulinemia. FEBS Lett 585, 1345-1349
(2011); Robert-Cooperman, C.E., et al. Targeted disruption of pancreatic-derived factor (PANDER, FAM3B) impairs
pancreatic beta-cell function. Diabetes 59, 2209-2218 (2010); Yang, J., et al. Mechanisms of glucose-induced secretion of
pancreatic-derived factor (PANDER or FAM3B) in pancreatic beta-cells. Diabetes 54, 3217-3228 (2005)).

Fam3c, también conocido como ILEI, se expresa de forma ubicua. Induce la proliferacién de las células del oido interno
(Pilipenko, V.V., Reece, A., Choo, D.I. y Greinwald, J.H., Jr. Genomic organization and expression analysis of the murine
Fam3c gene. Gene 335, 159-168 (2004)), modula la diferenciacién osteogénica (Bendre, A., Buki, K.G. y Maatta, J.A.
Fam3c modula la diferenciacién osteogénica mediante la regulacién a la baja de Runx2. Differentiation 93, 50-57 (2017))
y tiene un papel en la transicién epitelial-mesenquimal (EMT) durante la progresion del cancer (Waerner, T., et al. ILEI: a
cytokine essential for EMT, tumor formation, and late events in metastasis in epithelial cells. Cancer Cell 10, 227-239
(2006); Lahsnig, C., et al. ILEI requires oncogenic Ras for EMT of hepatocytes and liver carcinoma progression. Oncogene
28, 638-650 (2009)). La restauracién de sus niveles en el higado de ratones diabéticos obesos mejora la resistencia a la
insulina y reduce el higado graso (Chen, Z., et al. Hepatic Activation of the FAM3C-HSF1-CaM Pathway Attenuates
Hyperglycemia of Obese Diabetic Mice. Diabetes 66, 1185-1197 (2017); Chen, Z., et al. FAM3C activates HSF1 to suppress
hepatic gluconeogenesis and attenuate hyperglycemia of type 1 diabetic mice. Oncotarget 8, 106038-106049 (2017)).

Un ejemplo de secuencia de aminoacidos de Chrld1 es SEQ ID NO: 1 (humano) - ID UniProt: Q9BU40-1.

MREKKWKMGGMKYIFSLLFFLLLEGGKTEQVKHSETYCMFODKKYRVGERWHPYLEPYGLVYCVNCICSENGN
VLCSRVRCPNVHCLSEVHIPHLCCPRCPDSLPPVNNKVISKSCEYNGTTYQHGELEVAEGLEQNRQPNQCTQ
C3CSEGNVYCGLKTCFKLTCAFPVSVPDSCCRVCRGDGELSWEHSDGDIFRQPANREARHSYHRSHYDPPPS
ROAGGLSRFPGARSHRGALMDSQOASGTIVQIVINNKHKHGOVCVSNGKTYSHGESWHPNLRAFGIVECVLC
TCNVTKQECKKIHCPNRYPCKYPOKIDGKCCKVCPGKKAKELPGQSFDNKGYFCGEETMPVYESVEFMEDGET
TRKIALETERPPQVEVHVWTIRKGILQHFHIEKI SKRMFEELPHFKLVTRTTLSQWKIFTEGEAQISQMCSS
RVCRTELEDLVKVLYLERSEKGHC

(SEQ ID NO: 1)
Un ejemplo de secuencia de aminoacidos de Fam3c es SEQ ID NO: 2 (humano) - ID UniProt: Q92520-1.
MRVAGAAKLVVAVAVFLLTFYVISQVFEIKMDASLGNLFARSALDTAARSTKPPRYKCGT SKACPEKHFAFK
MASGAANVVGPKICLEDNVLMSGVKNNVGRGINVALANGKTGEVLDTKYFDMWGGDVAPFIEFLKATIQDGT I
VLMGTYDDGATKLNDEARRLIADLGSTS LITNLGFRDNWVECGGKGIKTKS PFEQHI KNNKDTNKYEGWPEVY
EMEGCIPQKQD

(SEQ ID NO: 2)

Un ejemplo de secuencia de aminoéacidos de Fam3b es SEQ ID NO: 3 (humano) - ID UniProt: P58499-1.
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MRPLAGGLLKVVEVVFASLCAWYSGYLLAELTIPDAPLSSAAYSIRSIGERPVLKAPVPKRQKCDHWTPCPSD
TYAYRLLSGGGRSKYAKICFEDNLLMGEQLGNVARGINIAIVNYVTGNVTATRCFDMYEGDNSGEFMTKEIQS
AAPKSLLEMVTYDDGSTRLNNDAKNAIEALGSKEIRNMKERSSWVEIAAKGLELPSEIQREKINHSDAKNNR
YSGWPAEIQIEGCIPKERS

(SEQ ID NO: 3)

Un ejemplo de secuencia de nucledtidos que codifica Chrld? (humano) es SEQ ID NO: 4 (Chrld1) - Seq ID:

NM_001143981.1 (secuencia codificante).

ATGAGAAAAAAGTGGAAAATGGGAGGCATGAAATACATCTTTTCGTTGTTGTTCTTTCTTTTGCTAGAAGGA
GGCAAAACAGAGCAAGTAAAACATTCAGAGACATATTGCATGTTTCAAGACAAGAAGTACAGAGTGGGTGAG
AGATGGCATCCTTACCTGGAACCTTATGGGTTGGTTTACTGCGTGAACTGCATCTGCTCAGAGAATGGGAAT
GTGCTTTGCAGCCGAGTCAGATGTCCAAATGTTCATTGCCTTTCTCCTGTGCATATTCCTCATCTGTGCTGC
CCTCGCTGCCCAGAAGACTCCTTACCCCCAGTGAACAATAAGGTGACCAGCAAGTCTTGCGAGTACAATGGG
ACAACTTACCAACATGGAGAGCTGTTCGTAGCTGAAGGGCTCTTTCAGAATCGGCAACCCAATCAATGCACC
CAGTGCAGCTGTTCGGAGGGAAACGTGTATTGTGGTCTCAAGACTTGCCCCAAATTAACCTGTGCCTTCCCA
GTCTCTGTTCCAGATTCCTGCTGCCGGGTATGCAGAGGAGATGCAGAACTGTCATGGGAACATTCTGATGGT
GATATCTTCCGGCAACCTGCCAACAGAGAAGCAAGACATTCTTACCACCGCTCTCACTATGATCCTCCACCA
AGCCGACAGGCTGGAGGTCTGTCCCGCTTTCCTGGGGCCAGAAGT CACCGGGGAGCTCTTATGGATTCCCAG
CAAGCATCAGGAACCATTGTGCAAATTGTCATCAATAACAAACACAAGCATGGACAAGTGTGTGTTTCCAAT
GGAAAGACCTATTCTCATGGCGAGTCCTGGCACCCAAACCTCCGGGCATTTGGCATTGTGGAGTGTGTGCTA
TGTACTTGTAATGTCACCAAGCAAGAGTGTAAGAAAATCCACTGCCCCAATCGATACCCCTGCAAGTATCCT
CAAAAAATAGACGGAAAATGCTGCAAGGTGTGTCCAGGTAAAAAAGCAAAAGAAGAACTTCCAGGCCAAAGC
TTTGACAATAAAGGCTACTTCTGCGGGGAAGAAACGATGCCTGTGTATGAGTCTGTATTCATGGAGGATGGG
GAGACAACCAGAAAAATAGCACTGCAGACTGAGAGACCACCTCAGGTAGAGGTCCACGTTTGGACTATTCGA
AAGGGCATTCTCCAGCACTTCCATATTGAGAAGATCTCCAAGAGGATGTTTGAGGAGCTTCCTCACTTCAAG
CTGGTGACCAGAACAACCCTGAGCCAGTGGAAGATCTTCACCGAAGGAGAAGCTCAGATCAGCCAGATGTGT
TCAAGTCGTGTATGCAGAACAGAGCTTGAAGATTTAGTCAAGGTTTTGTACCTGGAGAGATCTGAAAAGGGC
CACTGTTAG

(SEQ ID NO: 4)

Un ejemplo de secuencia de nucleétidos que codifica Fam3c es SEQ ID NO: 5 (Fam3c) - Seq ID:
codificante).

ATGAGGGTAGCAGGTGCTGCAAAGTTGGTGGTAGCTGTGGCAGTGTTTTTACTGACATTTTATGTTATTTCT
CAAGTATTTGAAATAARAATGGATGCAAGTTTAGGAAATCTATTTGCAAGATCAGCATTGGACACAGCTGCA
CGTTCTACAAAGCCTCCCAGATATAAGTGTGGGATCTCAAAAGCTTGCCCTGAGAAGCATTTTGCTTTTAAA
ATGGCAAGTGGAGCAGCCAACGTGGTGGGACCCAAAATCTGCCTGGAAGATAATGTTTTAATGAGTGGTGTT
AAGAATAATGTTGGAAGAGGGATCAATGTTGCCTTGGCAAATGGAAAAACAGGAGAAGTATTAGACACTARA
TATTTTGACATGTGGGCAGGAGATGTGGCACCATTTATTGAGTTTCTGAAGGCCATACAAGATGGAACAATA
GITTTAATGGGAACATACGATGATGGAGCAACCAAACTCAATGAT GAGGCACGGCGGCTCATTGCTGATTTG
GGGAGCACATCTATTACTAATCTTGGTTTTAGAGACAACTGGGTCTTCTGTGGTGGGAAGGGCATTAAGACA
ARAAGCCCTTTTGAACAGCACATAAAGAACAATAAGGATACAAACAAATATGAAGGATGGCCTGAAGTTGTA
GAANATGGAAGGATGCATCCCCCAGAAGCAAGACTAA

(SEQ ID NO: 5)

Un ejemplo de secuencia de nucleétidos que codifica Fam3b es SEQ ID NO: 6 (Fam3b) - Seq ID:
codificante).

ATGCGCCCATTGGCTGGTGGCCTGCTCAAGGTGGTGTTCGTGGTCTTCGCCTCCTTGTGTGCCTGGTATTCG
GGGTACCTGCTCGCAGAGCTCATTCCAGATGCACCCCTGTCCAGTGCTGCCTATAGCATCCGCAGCATCGGG
GAGAGGCCTGTCCTCAAAGCTCCAGTCCCCAAAAGGCAAAAATGTGACCACTGGACTCCCTGCCCATCTGAC
ACCTATGCCTACAGGTTACTCAGCGGAGGTGGCAGAAGCAAGTACGCCAAAATCTGCTTTGAGGATAACCTA
CTTATGGGAGAACAGCTGGGAAATGTTGCCAGAGGAATAAACATTGCCATTGTCAACTATGTAACTGGGAAT
GTGACAGCAACACGATGTTTTGATATGTATGAAGGTGATAACTCTGGACCGATGACAAAGTTTATTCAGAGT
GCTGCTCCAAAATCCCTGCTCTTCATGGTGACCTAT GACGACGGAAGCACAAGACTGAATAACGATGCCAAG
AATGCCATAGAAGCACTTGGAAGTAAAGAAATCAGGAACATGAAATTCAGGTCTAGCTGGGTATTTATTGCA
GCAAAAGGCTTGGAACTCCCTTCCGAAATTCAGAGAGAAAAGATCAACCACTCTGATGCTAAGAACAACAGA
TATTCTGGCTGGCCTGCAGAGATCCAGATAGAAGGCTGCATACCCAAAGAACGAAGCTGA

(SEQ ID NO: 6)

NM_014888.3 (secuencia

NM_058186.3 (secuencia

Cualquier otro polinucledtido que codifique el Fam3c anterior esta comprendido en la presente invencién.

La actividad de las proteinas de la divulgacién y de sus fragmentos puede ser determinada facilmente por el experto en
la técnica. Por ejemplo, los ensayos in vitro adecuados incluyen: (a) proteccidn frente a la muerte celular inducida por
peréxido de hidréogeno o doxorrubicina, por ejemplo, mediante ensayos TUNEL o ensayos de activacion de caspasas; (b)
induccidn de la autofagia, por ejemplo, ensayando la formacion de vesiculas de autofagia LC3-positivas; y/o (c) para
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Chrdi1: reduccién de las actividades de BMP y TGF-beta, por ejemplo, la activacion de la expresién de aSMA en
fibroblastos cardiacos tras el tratamiento con TGF-beta recombinante, o la reducciéon de la fosforilacion de SMAD 1/5/8
tras el tratamiento con BMP4 recombinante.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente un papel hasta ahora desconocido de Chrdl1, Fam3c y
Fam3b en la promocién de la supervivencia de los cardiomiocitos, o que indica su actividad terapéutica para contrarrestar
la isquemia y otras formas de dafio cardiaco, y prevenir asi la insuficiencia cardiaca.

Segun la presente divulgacion, Chrdl1, Fam3c y Fam3b aumentan eficazmente la funcién cardiaca y reducen el tamafio
del infarto tras la inyeccion intracardiaca de vectores virales que expresan estos factores. Se divulga el uso terapéutico
de Chrdl1 y Fam3b, pero no se reivindica.

Aunque los presentes inventores no desean cefiirse a una teoria o mecanismo de accion, se cree que las proteinas Chrdl1,
Fam3c y Fam3b ejercen efectos terapéuticos en el corazén al prevenir la apoptosis de los cardiomiocitos e inducir la
autofagia de los cardiomiocitos. En conjunto, esto se traduce en la prevencion de la funcidén cardiaca, reduccion de la
fibrosis y remodelado patolégico del ventriculo izquierdo, e induccion de un patron de expresion beneficioso de los genes
asociados al remodelado cardiaco patolégico, tal como el aumento de Serca2a (ATPasa de calcio 2a del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmico) y RYR2 (receptor 2 de la rianodina), y la conservacion de la relacidon a-miosina-cadena
pesada (aMHC) frente a p-miosina-cadena pesada (BMHC).

Un mecanismo a través del cual Chrdl1, Fam3c y Fam3b ejercen efectos cardioprotectores en el corazén isquémico es la
preservacién de la viabilidad de los miocitos mediante la prevencion de la muerte celular apoptética, por ejemplo, tras la
inyeccion intracardiaca de vectores virales que expresan los factores.

Chrdl1 y Fam3c pueden promover la autofagia beneficiosa para contrarrestar la muerte celular de los cardiomiocitos tras
un infarto de miocardio.

Chrdi1, Fam3c y Fam3b pueden preservar la viabilidad de los miocitos al prevenir la muerte celular apoptética tras el
tratamiento con doxorrubicina.

Un efecto positivo adicional de Chrdl1 es prevenir la activacidon de los fibroblastos cardiacos y la fibrosis cardiaca.

El corazén es un 6rgano incapaz de una regeneracion significativa durante la vida adulta, por lo que la integridad de los
miocitos cardiacos se mantiene gracias a la autofagia, un mecanismo que permite la renovacidon de componentes
intracelulares especificos, incluyendo las mitocondrias. Este mecanismo es de especial relevancia tras un infarto de
miocardio, ya que la isquemia subita, o la isquemia seguida de reperfusién como tras una revascularizacion percutanea,
provoca dafios importantes en las mitocondrias, que empiezan a utilizar el oxigeno para generar especies quimicas
dafiinas (Yellon, DM., Hausenloy DJ. Myocardial reperfusion injury. N. Engl. J. Med. 357, 1121-1135 (2007); Gustafsson
AB., Gottlieb RA. Circ. Res. 104(2), 150-158 (2009)). Por lo tanto, la autofagia y la apoptosis estan muy interconectadas,
ya que el primer mecanismo se activa tras los agravios para eliminar los organulos celulares dafiados como una respuesta
protectora para evitar la muerte celular apoptotica.

Por lo tanto, los Chrdl1, Fam3c y Fam3b pueden utilizarse para la cardioproteccion, reduciendo asi el riesgo de
enfermedad cardiaca o insuficiencia cardiaca. La cardioproteccion puede deberse a |la preservacién de la viabilidad de
las células musculares cardiacas.

Suministro de proteinas

Como alternativa al suministro de polinucledtidos, el Fam3c puede suministrarse mediante el suministro directo de
proteinas.

Las proteinas pueden administrarse directamente a un sujeto. En algunas realizaciones, el Fam3c es una proteina de
fusidn, preferiblemente una fusion con una segunda proteina capaz de aumentar la vida util de el Fam3c en el sujeto. Por
ejemplo, el Fam3c puede ser una proteina de fusion de dominio Fc de inmunoglobulina.

El suministro de proteinas puede realizarse mediante vectores (Cai, Y. et al. (2014) Elife 3: e01911; Maetzig, T. et al. (2012)
Curr. Gene Ther. 12: 389-409). El suministro de vectores implica la modificacién de particulas virales (por ejemplo,
particulas lentivirales) para que incluyan las proteinas que se van a suministrar a una célula. Por consiguiente, cuando
las particulas virales modificadas entran en una célula como parte de su ciclo vital natural, las proteinas comprendidas en
las particulas son transportadas al interior de la célula.

El suministro de proteinas (Gaj, T. et al. (2012) Nat. Methods 9: 805-7) también puede conseguirse, por ejemplo, utilizando
un vehiculo (por ejemplo, liposomas).
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Polinucleétido

Los polinucleotidos pueden comprender ADN o ARN, preferiblemente ADN. Pueden ser monocatenarios o bicatenarios.
Un experto en la técnica entendera que numerosos polinucledtidos diferentes pueden codificar el mismo polipéptido como
resultado de la degeneracién del codigo genético. Ademas, debe entenderse que los expertos en la técnica pueden,
utilizando técnicas rutinarias, realizar sustituciones de nucleétidos que no afecten a la secuencia polipeptidica codificada
por los polinucleétidos para reflejar el uso de codones de cualquier organismo hospedero particular en el que se vayan a
expresar los polipéptidos de la invencién.

Las secuencias de nucledtidos de la invencién divulgadas en la presente pueden comprender o carecer de codones de
parada en su extremo 3', por ejemplo, en funcién de su posicién en un vector bicistrénico. Por lo tanto, la presente
divulgacion abarca las SEQ ID NO divulgadas en |la presente con los codones de parada presentes o ausentes.

Los polinucledtidos pueden modificarse mediante cualquier método disponible en la técnica. Dichas modificaciones
pueden llevarse a cabo para potenciar la actividad in vivo o la vida Util de los polinucleétidos de la invencion.

Los polinucleétidos, tales como los polinucleétidos de ADN, pueden producirse de forma recombinante, sintética o por
cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También pueden clonarse mediante técnicas estandar.

Los polinucleétidos mas largos se produciran generalmente utilizando medios recombinantes, por ejemplo, mediante
técnicas de clonacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esto implicaréa fabricar un par de cebadores (por
ejemplo, de aproximadamente 15 a 30 nucleétidos) que flanqueen la secuencia objetivo que se desea clonar, poner los
cebadores en contacto con ARNm o ADNc obtenido de una célula animal o humana, realizar una reaccion en cadena de
la polimerasa en condiciones que provoquen la amplificacion de la regién deseada, aislar el fragmento amplificado (por
ejemplo, purificando la mezcla de reaccidn con un gel de agarosa) y recuperar el ADN amplificado. Los cebadores pueden
diseflarse para que contengan sitios adecuados de reconocimiento de enzimas de restriccion, de modo que el ADN
amplificado pueda clonarse en un vector adecuado.

Vectores
Un vector es una herramienta que permite o facilita la transferencia de una entidad de un entorno a otro.

En un aspecto, la invencidn proporciona un vector que comprende un polinucledtido que codifica Fam3c, para su uso en
el tratamiento o la reduccion del riesgo de enfermedades cardiacas, en donde el Fam3c comprende una secuencia de
aminoé&cidos que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 2. En realizaciones preferidas, el vector es un
vector viral. En algunas realizaciones, el vector es un vector viral adenoasociado (AAV), un vector retroviral, un vector
lentiviral o un vector adenoviral, preferiblemente un vector AAV.

Vectores virales adenoasociados (AAV)

En un aspecto, la invencion proporciona un vector AAV que comprende un polinucleétido que codifica Fam3c, para su uso
en el tratamiento o la reduccion del riesgo de enfermedades cardiacas, en donde el Fam3c comprende una secuencia de
aminoécidos que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 2.

Preferiblemente, el vector AAV esté en forma de una particula vectorial AAV.

En algunas realizaciones, la particula del vector AAV comprende un genoma AAV2. En algunas realizaciones, la particula
del vector AAV comprende un genoma AAV9. En algunas realizaciones, la particula del vector AAV comprende un genoma

AAVS.

En algunas realizaciones, la particula del vector AAV comprende proteinas de la capside AAV9. En algunas realizaciones,
la particula del vector AAV comprende proteinas de la capside AAVS.

En algunas realizaciones, la particula del vector AAV comprende un genoma AAV2 y proteinas de la capside AAV9
(AAV2/9). En otras realizaciones, la particula del vector AAV comprende un genoma AAV2 y proteinas de la capside AAV8
(AAV2/8).

Los métodos de preparacion y modificacion de vectores virales y particulas de vectores virales, tales como los derivados
de AAV, son bien conocidos en la técnica.

El vector AAV puede comprender un genoma AAV, o un fragmento o derivado del mismo.

Se sabe que los AAV son capaces de empaquetar genomas de hasta 5,2 kb de tamafio (Dong, J.-Y. et al. (1996) Human
Gene Therapy 7: 2101-2112).

Un genoma AAV es una secuencia de polinucledtidos, que puede codificar funciones necesarias para la produccién de

una particula AAV. Estas funciones incluyen las que operan en el ciclo de replicacion y empaquetamiento del AAV en una
célula hospedera, incluyendo la encapsidacion del genoma del AAV en una particula AAV. Los AAV de origen natural son
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deficientes en replicacién y dependen de la provisién de funciones auxiliares en trans para completar un ciclo de
replicacién y empaquetamiento. En consecuencia, el genoma AAV del vector AAV es tipicamente deficiente en replicacion.

El genoma AAV puede estar en forma monocatenaria, en sentido positivo o negativo, o alternativamente en forma
bicatenaria. El uso de una forma bicatenaria permite eludir el paso de replicacién del ADN en la célula objetivo, por lo que
puede acelerar la expresion del transgén.

El genoma AAV puede proceder de cualquier serotipo, aislado o clado de AAV de origen natural. Por lo tanto, el genoma
AAV puede ser el genoma completo de un AAV de origen natural. Como es sabido por el experto en la técnica, los AAV
de origen natural pueden clasificarse segun diversos sistemas biolégicos.

Comunmente, se hace referencia a los AAV en términos de su serotipo. Un serotipo corresponde a una subespecie
variante de AAV que, debido a su perfil de expresién de antigenos de superficie de la capside, tiene una reactividad
distintiva que puede utilizarse para distinguirla de otras subespecies variantes. Tipicamente, un virus que tiene un serotipo
particular de AAV no reacciona eficazmente de forma cruzada con anticuerpos neutralizantes especificos para cualquier
otro serotipo de AAV.

Los serotipos de AAV incluyen AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAVE, AAV7, AAVSE, AAVY, AAV10 y AAV11, y también
serotipos recombinantes, tales como Rec2 y Rec3, identificados recientemente a partir de cerebro de primate. Cualquiera
de estos serotipos AAV puede utilizarse en la invencion.

En algunas realizaciones, la particula vectorial AAV es una particula del vector AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6,
AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, Rec2 0. Rec3 AAV.

En algunas realizaciones, el AAV es un serotipo AAV1, AAV2, AAVS, AAV7, AAVS o0 AAVO.

En algunas realizaciones, el AAV es un serotipo AAV9 o AAVS.

En algunas realizaciones, el AAV es un serotipo AAVO. En otras realizaciones, el AAV es un serotipo AAVS.

La proteina de |la capside puede ser una proteina de la capside mutante, tal como la divulgada en WO 2008/124724.
En algunas realizaciones, el vector AAV comprende una capside AAV8 con una mutacién Y733F.

Puede encontrar revisiones de los serotipos de AAV en Choi et al. (2005) Curr. Gene Ther. 5: 299-310 y Wu et al. (20086)
Molecular Therapy 14: 316-27. Las secuencias de genomas AAV o0 de elementos de genomas AAV que incluyan
secuencias ITR, genes rep o cap para su uso en la invencién pueden derivarse de los siguientes niUmeros de acceso para
secuencias de genomas completos AAV. Virus adenoasociado 1 NC_002077, AF063497; Virus adenoasociado 2
NC_001401; Virus adenoasociado 3 NC_001729; Virus adenoasociado 3B NC_001863; Virus adenoasociado 4
NC_001829; Virus adenoasociado 5 Y18065, AF085716; Virus adenoasociado 6 NC_001862; AAV aviar ATCC VR-865
AY 186198, AY629583, NC_004828;, Cepa de AAV aviar DA-1 NC_006263, AY629583; AAV bovino NC_005889,
AY388617.

También se puede hacer referencia al AAV en términos de clados o clones. Se refiere a la relacién filogenética de los AAV
derivados de forma natural, y tipicamente a un grupo filogenético de AAV que puede remontarse a un ancestro comun, e
incluye a todos sus descendientes. Ademas, se puede hacer referencia a los AAV en términos de un aislado especifico,
es decir, un aislado genético de un AAV especifico encontrado en la naturaleza. El término aislado genético describe una
poblacion de AAV que se ha sometido a una mezcla genética limitada con otros AAV de origen natural, definiendo asi una
poblacion reconociblemente distinta a nivel genético.

El experto en la técnica puede seleccionar un serotipo, clado, clon o aislado apropiado de AAV para su uso en lainvencion
basandose en sus conocimientos generales comunes. Por ejemplo, se ha demostrado que la capside delAAVS transduce
eficazmente los fotorreceptores cénicos de los primates, como demuestra la correccién con éxito de un defecto hereditario
de la vision del color (Mancuso et al. (2009) Nature 461: 784-7).

El serotipo del AAV determina la especificidad tisular de la infeccion (o tropismo) de un AAV. En consecuencia, |0s serotipos
AAV preferidos para su uso en AAV administrados a pacientes de acuerdo con la invencidn son aquellos que tienen
tropismo natural para o una alta eficacia de infeccidén de células objetivo dentro del corazén.

Tipicamente, el genoma AAV de un serotipo, aislado o clado de AAV derivado naturalmente comprende al menos una
secuencia de repeticion terminal invertida (ITR). Una secuencia ITR actla en cis para proporcionar un origen de replicacién
funcional y permite la integracién y escisidén del vector del genoma de una célula. En realizaciones preferidas, una 0 mas
secuencias ITR flanquean las secuencias de nucleétidos que codifican el Fam3c. El genoma AAV también comprende
tipicamente genes de empaquetamiento, tales como los genes rep y/o cap que codifican funciones de empaquetamiento
para una particula de AAV. El gen rep codifica una o mas de las proteinas Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40 o variantes de
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las mismas. El gen cap codifica una o mas proteinas de la capside, tal como VP1, VP2 y VP3, o variantes de las mismas.
Estas proteinas constituyen la capside de una particula AAV. Las variantes de la capside se discuten a continuacion.

Un promotor estara enlazado operativamente a cada uno de los genes de empaquetamiento. Ejemplos especificos de
tales promotores incluyen los promotores p5, p19y p40 (Laughlin et al. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 5567-5571).
Por ejemplo, los promotores p5 y p19 se utilizan generalmente para expresar el gen rep, mientras que el promotor p40 se
utiliza generalmente para expresar el gen cap.

Como se ha comentado anteriormente, el genoma AAV utilizado en el vector AAV puede ser, por lo tanto, el genoma
completo de un AAV de origen natural. Por ejemplo, puede utilizarse un vector que comprenda un genoma completo de
AAV para preparar un vector AAV o particula del vector in vitro. Sin embargo, aunque en principio se puede administrar
un vector de este tipo a los pacientes, esto rara vez se hara en la practica. Preferiblemente, el genoma AAV se derivatizara
con el fin de administrarlo a los pacientes. Dicha derivatizacion es estandar en la técnica y la invencién abarca el uso de
cualquier derivado conocido de un genoma AAV, y los derivados que podrian generarse aplicando técnicas conocidas en
la técnica. La derivatizacidn del genoma AAV y de la capside AAV se revisan en: Coura y Nardi (2007) Virology Journal 4:
99, y en Choi et al. y Wu et al., citados anteriormente.

Los derivados de un genoma AAYV incluyen cualquier forma truncada o modificada de un genoma AAV que permita la
expresion de un transgén de un vector AAV in vivo. Normalmente, es posible truncar el genoma AAV de forma significativa
para incluir una secuencia viral minima y, sin embargo, conservar la funcién mencionada. Esto es preferible por razones
de seguridad para reducir el riesgo de recombinacion del vector con virus de tipo silvestre, y también para evitar que se
desencadene una respuesta inmunitaria celular por la presencia de proteinas génicas virales en la célula objetivo.

Tipicamente, un derivado incluira al menos una secuencia de repeticion terminal invertida (ITR), preferiblemente méas de
una ITR, tal como dos ITR 0 mas. Una o0 mas de las ITR pueden derivarse de genomas AAV que tengan serotipos
diferentes, o pueden ser una ITR quimérica o mutante. Una ITR mutante preferida es una que tiene una delecién de un
trs (sitio de resolucién terminal). Esta delecidon permite la replicacién continua del genoma para generar un genoma
monocatenario que contiene tanto secuencias codificantes como complementarias, es decir, un genoma AAV
autocomplementario. Esto permite eludir la replicacién del ADN en la célula objetivo y, por lo tanto, posibilita la expresion
acelerada del transgén.

Preferiblemente, una o mas ITR flanqueara la secuencia de nucledtidos que codifica Fam3c en cualquiera de sus
extremos. Se prefiere la inclusion de una o mas ITR para ayudar a la formacién de concatameros del vector en el nucleo
de una célula hospedera, por ejemplo, tras la conversion del ADN monocatenario del vector en ADN bicatenario por la
accién de las ADN polimerasas de la célula hospedera. La formacién de estos concameros episomales protege el
constructo vectorial durante la vida de la célula hospedera, permitiendo asi una expresién prolongada del transgén in vivo.

En las realizaciones preferidas, los elementos ITR seran las Unicas secuencias conservadas del genoma AAV nativo en
el derivado. Por lo tanto, un derivado preferiblemente no incluira los genes rep y/o cap del genoma nativo ni ninguna otra
secuencia del genoma nativo. Esto es preferible por las razones descritas anteriormente, y también para reducir la
posibilidad de integracion del vector en el genoma de la célula hospedera. Ademas, la reduccién del tamafio del genoma
AAV permite una mayor flexibilidad a la hora de incorporar otros elementos de secuencia (tales como elementos
reguladores) dentro del vector, ademas del transgén.

Por lo tanto, en un derivado podrian eliminarse las siguientes porciones: una secuencia de repeticion terminal invertida
(ITR), los genes de replicacion (rep) y de la capside (cap). Sin embargo, en algunas realizaciones, los derivados pueden
incluir adicionalmente uno 0 mas genes rep y/o cap, U otras secuencias virales de un genoma AAV. El AAV de origen
natural se integra con una alta frecuencia en un sitio especifico del cromosoma 19 humano y muestra una frecuencia
insignificante de integracién aleatoria, de modo que la retencién de una capacidad integradora en el vector puede tolerarse
en un entorno terapéutico.

Cuando un derivado comprende proteinas de la capside, es decir, VP1, VP2 y/o VP3, el derivado puede ser un derivado
quimérico, mezclado o modificado de la capside de uno o mas AAV naturales. En particular, la invencién abarca el
suministro de secuencias de proteinas de la capside de diferentes serotipos, clados, clones o aislados de AAV dentro del
mismo vector (es decir, un vector pseudotipado).

Los derivados quiméricos, mezclados 0 modificados de la capside se seleccionaran tipicamente para proporcionar una o
mas funcionalidades deseadas para el vector AAV. Por lo tanto, estos derivados pueden mostrar una mayor eficacia en el
suministro de genes, una menor inmunogenicidad (humoral o celular), un rango de tropismo alterado y/o un objetivo
mejorado de un tipo celular concreto en comparacion con un vector AAV que comprenda un genoma AAV de origen natural,
tal como el de AAV2. La mayor eficacia del suministro de genes puede lograrse mediante una mejor unién al receptor o al
co-receptor en la superficie celular, una mejor internalizacién, un mejor trafico dentro de la célula y hacia el nucleo, un
mejor desenrollado de la particula viral y una mejor conversién de un genoma monocatenario a una forma bicatenaria. El
aumento de la eficacia también puede estar relacionado con un rango de tropismo alterado o dirigido a una poblacién
celular especifica, de forma que la dosis de vector no se diluya por la administracién a tejidos en los que no se necesita.
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Las proteinas de capside quiméricas incluyen las generadas por recombinacion entre dos 0 mas secuencias codificantes
de la capside de serotipos AAV naturales. Esto puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante un enfoque de rescate de
marcadores en el que las secuencias de la capside no infecciosas de un serotipo se co-transfectan con secuencias de la
capside de un serotipo diferente, y se utiliza la seleccidn dirigida para seleccionar las secuencias de la capside que tengan
las propiedades deseadas. Las secuencias de la capside de los diferentes serotipos pueden alterarse mediante
recombinacién homéloga dentro de la célula para producir nuevas proteinas quiméricas de la capside.

Las proteinas de la capside quiméricas también incluyen las generadas por modificacion de secuencias de proteinas
capsulares para transferir dominios especificos de proteinas de la capside, bucles de superficie o residuos de aminoacidos
especificos entre dos 0 mas proteinas de la capside, por ejemplo, entre dos 0 mas proteinas de la capside de serotipos
diferentes.

Las proteinas de la capside mezcladas o quiméricas también pueden generarse mediante mezclado del ADN o por PCR
susceptible a errores. Los genes de la capside de AAV hibridos pueden crearse fragmentando aleatoriamente las
secuencias de genes de AAV relacionados, por ejemplo, los que codifican proteinas de la capside de varios serotipos
diferentes, y reensamblando posteriormente los fragmentos en una reaccién de polimerasa auto-cebante, lo que también
puede provocar cruces en regiones de homologia de secuencia. Una biblioteca de genes AAV hibridos creada de este
modo mezclando los genes de la capside de varios serotipos puede examinarse para identificar clones virales que tengan
una funcionalidad deseada. Del mismo modo, la PCR susceptible a errores puede utilizarse para mutar aleatoriamente
los genes de la capside del AAV para crear una biblioteca diversa de variantes que luego pueden seleccionarse por una
propiedad deseada.

Las secuencias de los genes de la capside también pueden modificarse genéticamente para introducir deleciones,
sustituciones o inserciones especificas con respecto a la secuencia nativa de tipo silvestre. En particular, los genes de la
capside pueden modificarse mediante la insercidon de una secuencia de una proteina o péptido no relacionado dentro de
un marco de lectura abierto de una secuencia codificante de la capside, o en el extremo N- y/o C-terminal de una secuencia
codificante de la capside.

La proteina o péptido no relacionado puede ser ventajosamente uno que actie como ligando para un tipo celular particular,
confiriendo asi una mejor unidén a una célula objetivo 0 mejorando la especificidad del direccionamiento del vector a una
poblacion celular concreta. La proteina no relacionada también puede ser una que ayude a la purificacion de la particula
viral como parte del proceso de produccién, es decir, un epitopo o etiqueta de afinidad. El lugar de insercion se
seleccionara normalmente para que no interfiera con otras funciones de la particula viral, por ejemplo, la internalizacién o
el tréfico de la particula viral. El experto en la técnica puede identificar los lugares adecuados para la insercion basandose
en su conocimiento general comun. En Choi et al., al que se ha hecho referencia anteriormente, se divulgan lugares
particulares.

La invencion abarca ademas el suministro de secuencias de un genoma AAV en un orden y configuracion diferentes a los
de un genoma AAV nativo. La invencién también abarca la sustitucion de una o mas secuencias 0 genes AAV por
secuencias de otro virus o por genes quiméricos compuestos por secuencias de mas de un virus. Dichos genes quiméricos
pueden estar compuestos por secuencias de dos 0 mas proteinas virales relacionadas de diferentes especies virales.

El vector AAV puede adoptar la forma de una secuencia de nucleétidos que comprenda un genoma AAV o un derivado
del mismo y una secuencia que codifique el Fam3c.

Las particulas AAV incluyen formas transcapsidadas en donde un genoma AAV o un derivado que tiene una ITR de un
serotipo se empaqueta en la capside de un serotipo diferente. Las particulas AAV también incluyen formas de mosaico,
en donde una mezcla de proteinas de la capside no modificadas de dos 0 mas serotipos diferentes compone la capside
viral. La particula AAV también incluye formas quimicamente modificadas que portan ligandos adsorbidos a la superficie
de la capside. Por ejemplo, dichos ligandos pueden incluir anticuerpos para dirigirse a un receptor particular de la
superficie celular.

El vector AAV puede comprender multiples copias (por ejemplo, 2, 3, etc.) de la secuencia de nucleétidos a la que se hace
referencia en la presente.

En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende ademas una o mas ITR de AAV. En realizaciones preferidas, el
polinucleétido comprende ademas dos ITR de AAV. En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende una ITR de
AAV en su extremo 5'y una ITR de AAV en su extremo 3'. En algunas realizaciones, las ITR de AAV son las ITR de AAV2,
AAV9 o AAVS.

Promotores y secuencias reguladoras
El polinucledtido o vector también puede incluir elementos que permitan la expresién de la secuencia de nucleétidos que
codifica el Fam3c in vitro o in vivo. Estas pueden denominarse secuencias de control de la expresion. Por lo tanto, el

polinucleétido o vector comprende tipicamente secuencias de control de la expresion (por ejemplo, que comprenden una
secuencia promotora) enlazadas operativamente a la secuencia de nucleotidos que codifica el Fam3c.
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Puede utilizarse cualquier promotor adecuado, cuya seleccion puede realizar facilmente el experto en la técnica. La
secuencia promotora puede ser constitutivamente activa (es decir, operativa en cualquier entorno celular hospedero), o
alternativamente puede ser activa sélo en un entorno celular hospedero especifico, permitiendo asi la expresién dirigida
del transgén en un tipo celular particular (por ejemplo, un promotor especifico de tejido). El promotor puede mostrar una
expresion inducible en respuesta a la presencia de otro factor, por ejemplo, un factor presente en una célula hospedera.
En cualquier caso, cuando el vector se administra con fines terapéuticos, se prefiere que el promotor sea funcional en el
fondo de la célula objetivo.

En realizaciones preferidas, el promotor es un promotor especifico del higado. En realizaciones preferidas, el promotor es
un promotor hAAT especifico del higado.

El promotor hAAT especifico del higado puede conferir una especificidad selectiva para los hepatocitos. Cuando los
vectores se administran a través de la vena porta, los inventores han demostrado que cada factor circulante, segregado
por el higado, puede proteger el corazdn tras sufrir dafios.

Entre los promotores adecuados se incluye el promotor de |la beta-actina de pollo (CBA), opcionalmente en combinacion
con un elemento potenciador del citomegalovirus (CMV). Un ejemplo de promotor para su uso en la invencién es un
promotor CAG.

En algunas realizaciones, el promotor es un promotor CMV.

El polinucledtido o vector también puede comprender una 0 mas secuencias reguladoras adicionales que pueden actuar
pretranscripcionalmente o postranscripcionalmente. La secuencia reguladora puede formar parte del locus transgénico
nativo o puede ser una secuencia reguladora heterdloga. El polinucleétido o vector puede comprender porciones de la 5'-
UTR o 3'-UTR del transcrito nativo del transgén.

Las secuencias reguladoras son todas aquellas que facilitan la expresién del transgén, es decir, que actlan para aumentar
la expresién de un transcrito, mejorar la exportacion nuclear del ARNm o potenciar su estabilidad. Dichas secuencias
reguladoras incluyen, por ejemplo, elementos potenciadores, elementos reguladores postranscripcionales y sitios de
poliadenilacion.

Entre los potenciadores adecuados se incluye el elemento regulador WPRE. Entre las sefiales poli-A adecuadas se incluye
la sefial poli-A de la hormona de crecimiento bovina.

El experto en |la técnica puede seleccionar facilmente secuencias reguladoras adicionales.
Método de administracién

Pueden utilizarse diversas vias de administracion y técnicas, entre ellas técnicas parenterales, tales como inyecciones
intravenosas, intracardiacas € intraarteriales, cateterismos y similares. Las cantidades promedio del agente activo pueden
variary, en particular, deben basarse en las recomendaciones y la prescripcion de un médico cualificado.

El Fam3c, polinucledtido o vector puede administrarse sistémicamente (por ejemplo, mediante infusion en vena periférica),
0 puede administrarse local o regionalmente.

Preferiblemente, el Fam3c se administra por via parenteral, en particular intravenosa, intraarterial o intramiocardica.

La administracién del polinucleétido que codifica el Fam3c puede lograrse mediante terapia génica, véase, por ejemplo,
WO 2013/093870.

De acuerdo con la presente divulgacién, Chrdi1, Fam3cy Fam3b también son activos cuando llegan al corazén infartado
a través de la circulacion sistémica.

Composiciones farmacéuticas y soluciones inyectadas

Los medicamentos, por ejemplo, Fam3c, polinucledtidos o vectores, pueden formularse en composiciones farmacéuticas.
Estas composiciones pueden comprender, ademas del medicamento, un portador farmacéuticamente aceptable,
diluyente, excipiente, disolucion amortiguadora, estabilizador u otros materiales bien conocidos en la técnica. Dichos
materiales no deben ser tdxicos y no deben interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza precisa del portador
u otro material puede ser determinada por el experto en la técnica en funcién de la via de administracion.

Segun la via de administracién elegida, las composiciones pueden estar en forma sélida o liquida, aptas para
administracién oral, parenteral, intravenosa o intraarterial. La composicidn farmacéutica suele estar en forma liquida. Las
composiciones farmacéuticas liquidas suelen incluir un portador liquido, tal como agua, petroleo, aceites animales o
vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse disolucién salina fisioldgica, cloruro de magnesio, dextrosa u
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otra disolucién de sacaridos, o glicoles, tal como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. En algunos casos, puede
utilizarse un tensoactivo, tal como el acido plurénico (PF68) al 0,001%.

Para su inyeccién en el lugar de la afeccion, el principio activo puede presentarse en forma de una disoluciéon acuosa
exenta de pirégenos y con un pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. El experto en la técnica es capaz de preparar
disoluciones adecuadas utilizando, por ejemplo, vehiculos isoténicos, tales como la inyeccién de cloruro sédico, la
inyeccion de Ringer o la inyeccion de Ringer lactato. Pueden incluirse conservantes, estabilizadores, disoluciones
amortiguadoras, antioxidantes y/u otros aditivos segun sea necesario.

Para la liberacion retardada, el medicamento puede incluirse en una composicion farmacéutica formulada para una
liberacién lenta, tal como en microcapsulas formadas a partir de polimeros biocompatibles o en sistemas portadores
liposomales seglin métodos conocidos en la técnica.

Tales composiciones son bien conocidas en la técnica, véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences; ultima
edicion, Mack Pub.

Método de tratamiento

Las referencias a métodos de tratamiento en los parrafos siguientes de esta descripcién deben interpretarse como
referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un
método de tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia.

Debe entenderse que todas las referencias en la presente al tratamiento incluyen el tratamiento curativo paliativo y
profilactico; aunque en el contexto de la invencidn las referencias a la prevencion se asocian mas comunmente con el
tratamiento profilactico. El tratamiento también puede incluir la detencién de la progresidon en la gravedad de una
enfermedad.

Se prefiere el tratamiento de mamiferos, en particular humanos. Sin embargo, tanto los tratamientos humanos como los
veterinarios estan dentro del alcance de la invencion.

El régimen de administracion, la dosificacién y la posologia seran determinados por el médico segln su experiencia, la
enfermedad a tratar y las condiciones del paciente.

El Fam3c y/o los polinucleétidos pueden administrarse por separado o en combinacion.

El término "combinaciéon”, o los términos "en combinacion”, "utilizado en combinacién con" o "preparaciéon combinada”,
como se usan en la presente, pueden referirse a la administracién combinada de dos 0 mas agentes de forma simultanea,
secuencial o separada.

El término "simultaneo”, como se usa en la presente, significa que los agentes se administran de forma concurrente, es
decir, al mismo tiempo.

El término "secuencial", como se usa en la presente, significa que los agentes se administran uno tras otro.

El término "por separado”, como se usa en la presente, significa que los agentes se administran independientemente unos
de otros, pero dentro de un intervalo de tiempo que permite que los agentes muestren un efecto combinado,
preferiblemente sinérgico. Por lo tanto, la administracion "por separado” puede permitir que un agente se administre, por
ejemplo, 1 minuto, 5 minutos o 10 minutos después del otro.

Variantes, derivados, analogos, homdlogos y fragmentos

Una variante de cualquier secuencia dada es una secuencia en la que la secuencia especifica de residuos (ya sean
residuos de aminoacidos o de acidos nucleicos) ha sido modificada de tal manera que el polipéptido o polinucleétido en
cuestion conserva sustancialmente su funcionalidad. Una secuencia variante puede obtenerse mediante adicion, delecion,
sustitucién, modificacion, reemplazo y/o variacion de al menos un residuo presente en la proteina de origen natural.

El término "derivado”, tal como se utiliza en la presente, en relacién con las proteinas o polipéptidos de lainvencion incluye
cualquier sustitucién de, variacion de, modificacion de, reemplazo de, delecién de y/o adicion de uno (o mas) residuos de
aminoacidos desde o ala secuencia, siempre que la proteina o polipéptido resultante conserve sustancialmente al menos
una de sus funciones enddégenas.

El término "analogo”, como se utiliza en la presente, en relacion con los polipéptidos o polinucleétidos incluye cualquier

mimético, es decir, un compuesto quimico que posee al menos una de las funciones endogenas de los polipéptidos o
polinucledtidos a los que imita.
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Tipicamente, pueden realizarse sustituciones de aminoacidos, por ejemplo de 1, 2 0 3 a 10 o 20 sustituciones siempre
que la secuencia modificada conserve sustancialmente la actividad o capacidad requerida. Las sustituciones de
aminoacidos pueden incluir el uso de analogos de origen no natural.

Las proteinas utilizadas en la invencion también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de
aminoacidos que producen un cambio silencioso y dan lugar a una proteina funcionalmente equivalente. Se pueden
realizar sustituciones deliberadas de aminoacidos basandose en la similitud de la polaridad, la carga, la solubilidad, la
hidrofobicidad, la hidrofilia y/o la naturaleza anfipatica de los residuos, siempre que se conserve la funcién endégena. Por
ejemplo, los aminoacidos con carga negativa incluyen el acido aspartico y el acido glutamico; los aminoacidos con carga
positiva incluyen la lisina y la arginina; y los aminoacidos con grupos de cabeza polares sin carga que tienen valores de
hidrofilicidad similares incluyen la asparagina, la glutamina, la serina, la treonina y la tirosina.

Pueden hacerse sustituciones conservadoras, por ejemplo, de acuerdo con la siguiente tabla. Los aminoacidos del mismo
bloque de la segunda columna y preferiblemente de la misma linea de la tercera columna pueden sustituirse entre si:

ALIFATICOS No polar

Polar - sin carga

Polar - con carga

‘AROMATICOS

El término "homdlogo", como se usa en la presente, significa una entidad que tiene cierta homologia con la secuencia de
aminoacidos de tipo silvestre y la secuencia de nucleétidos de tipo silvestre. El término "homologia" puede equipararse a
"identidad".

Las comparaciones de homologia pueden realizarse visualmente, 1o que es mas habitual, con la ayuda de programas de
comparacién de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles en el mercado pueden
calcular el porcentaje de homologia o identidad entre dos 0 mas secuencias.

El porcentaje de homologia puede calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra
secuencia y cada aminoacido de una secuencia se compara directamente con el aminoéacido correspondiente de la otra
secuencia, residuo a residuo. Esto se denomina un alineamiento "sin huecos". Tipicamente, estos alineamientos sin
huecos se realizan sélo sobre un numero relativamente corto de residuos.

Aunque se trata de un método muy sencillo y coherente, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par de secuencias
por lo demas idénticas, una insercidon o una delecién en la secuencia de nucledtidos puede hacer que los codones
siguientes queden fuera del alineamiento, lo que puede dar como resultado una gran reduccién del porcentaje de
homologia cuando se realiza un alineamiento global. En consecuencia, la mayoria de los métodos de comparacion de
secuencias estan disefiados para producir alineamientos 6ptimos que tengan en cuenta las posibles inserciones y
deleciones sin penalizar indebidamente el puntaje de homologia global. Esto se consigue insertando "huecos" en el
alineamiento de secuencias para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan "penalizaciones por huecos" a cada hueco que se produce en el
alineamiento, de modo que, para un mismo numero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencias con el
menor numero posible de huecos, que refleje un mayor parentesco entre las dos secuencias comparadas, obtendra un
mayor puntaje que uno con muchos huecos. Se suelen utilizar "costes de hueco afines" que cobran un coste relativamente
alto por la existencia de un hueco y una penalizacion menor por cada residuo posterior en el hueco. Este es el sistema de
puntaje de huecos mas utilizado. Por supuesto, las penalizaciones por huecos elevadas produciran alineamientos
optimizados con menos huecos. La mayoria de los programas de alineamiento permiten modificar las penalizaciones por
huecos. Sin embargo, es preferible utilizar los valores por defecto cuando se utiliza dicho software para las comparaciones
de secuencias. Por ejemplo, al utilizar el paguete GCG Wisconsin Bestfit, la penalizacién por hueco por defecto para las
secuencias de aminoacidos es de -12 para un hueco y de -4 para cada extension.

El calculo del porcentaje maximo de homologia requiere, por lo tanto, en primer lugar la elaboracién de un alineamiento
optimo, teniendo en cuenta las penalizaciones por huecos. Un programa informético adecuado para llevar a cabo un
alineamiento de este tipo es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Universidad de Wisconsin, EE. UU.; Devereux et al. (1984)
Nucleic Acids Res. 12. (1984) Nucleic Acids Res. 12): 387). Algunos ejemplos de otros programas informaticos que pueden
realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST (véase, Ausubel et al. (1999) ibid
- Cap. 18), FASTA (Atschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 403-410) y el conjunto de herramientas de comparacién
GENEWORKS. Tanto BLAST como FASTA estan disponibles para la busqueda fuera de linea y en linea (véase, Ausubel
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et al. (1999) ibid, paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, es preferible utilizar el programa GCG
Bestfit. También existe otra herramienta, denominada BLAST 2 Sequences, para comparar secuencias de proteinas y
nucledtidos (véase, FEMS Microbiol. Lett. (1999) 174: 247-50; FEMS Microbiol. Lett. (1999) 177: 187-8).

Aunque el porcentaje final de homologia puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineamiento en si no
suele basarse en una comparacion de pares de todo o nada. En su lugar, se suele utilizar una matriz de puntaje de similitud
escalada que asigna puntajes a cada comparacién por pares segun la similitud quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo
de matriz de este tipo utilizada habitualmente es la matriz BLOSUMG62, la matriz por defecto del conjunto de programas
BLAST. Los programas GCG Wisconsin suelen utilizar los valores publicos por defecto o una tabla de comparacién de
simbolos personalizada si se suministra (véase el manual del usuario para mas detalles). Para algunas aplicaciones, es
preferible utilizar los valores publicos por defecto del paquete GCG o, en el caso de otro software, la matriz por defecto,
tal como BLOSUMBG2.

Una vez que el software ha producido un alineamiento 6ptimo, es posible calcular el porcentaje de homologia,
preferiblemente el porcentaje de identidad de secuencia. El software suele hacerlo como parte de la comparacion de
secuencias y genera un resultado numérico.

Los "fragmentos" de una Chrdl1, Fam3c o Fam3b de longitud completa también son variantes y el término se refiere
tipicamente a una regién seleccionada del polipéptido o polinucledtido que es de interés ya sea funcionalmente o, por
ejemplo, en un ensayo. "Fragmento" se refiere asi a una secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos que es una porcion
de un polipéptido o polinucleétido de longitud completa.

Dichas variantes pueden prepararse utilizando técnicas estandar de ADN recombinante, tal como la mutagénesis dirigida
al sitio. Cuando deban realizarse inserciones, podra fabricarse ADN sintético que codifique la insercidn junto con regiones
flanqueantes 5'y 3' correspondientes a la secuencia de origen natural a ambos lados del lugar de insercién. Las regiones
flanqueantes contendran sitios de restriccién convenientes que correspondan a sitios de la secuencia de origen natural,
de modo que la secuencia pueda cortarse con la(s) enzima(s) adecuada(s) y el ADN sintético pueda ligarse al corte. A
continuacién, el ADN se expresa de acuerdo con la invencion para fabricar la proteina codificada. Estos métodos son sélo
ilustrativos de las numerosas técnicas estandar conocidas en el arte para la manipulacién de secuencias de ADN y también
pueden utilizarse otras técnicas conocidas.

El experto en la técnica comprendera que puede combinar todas las caracteristicas de la invencién divulgadas en la
presente sin apartarse del alcance de la invencién divulgada.

A continuacién se describiran, a modo de ejemplos no limitativos, caracteristicas y realizaciones preferentes de la
invencion.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de quimica,
bioquimica, biologia molecular, microbiologia e inmunologia, que estan dentro de las capacidades de una persona con
conocimientos ordinarios en la técnica. Tales técnicas se explican en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, J.,
Fritsch, E.F. y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press; Ausubel, F.M. et al. (1995 y suplementos periédicos) Current Protocols in Molecular Biology, Capitulos 9, 13y 16,
John Wiley & Sons; Roe, B., Crabtree, J. y Kahn, A. (1996) DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John
Wiley & Sons; Polak, .M. y McGee, J.O'D. (1990) In Situ Hybridization: Principles and Practice, Oxford University Press;
Gait, M.J. (1984) Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press; y Lilley, D.M. Y Dahlberg, J.E. (1992)
Methods in Enzymology: DNA Structures Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA, Academic Press.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

FunSel, un procedimiento de seleccién in vivo para identificar nuevas terapias cardiacas para el infarto de
miocardio

Recientemente hemos desarrollado FunSel (1,2), un novedoso procedimiento para la identificacion funcional in vivo de
nuevos factores terapéuticos contra condiciones degenerativas que aqui aplicamos con el objetivo de identificar factores
que garanticen la proteccion cardiaca tras un infarto de miocardio (IM). Se basa en el uso de vectores de virus
adenoasociados (AAV), que son herramientas excelentes para la transferencia de genes cardiacos de gran eficacia (3).

En resumen, generamos una biblioteca de genes en matrices que corresponde al secretoma, definido como el subconjunto
de proteinas secretadas al medio extracelular de una célula. Mediante un enfoque computacional (4), se han identificado
2033 proteinas Unicas en el genoma, que portan un péptido sefial y carecen de cualquier dominio transmembrana o sefial
de localizacién intracelular y, por lo tanto, potencialmente son secretadas por las células. El tamafio del genoma AAV, que
limita la clonacion a 4,5 kb, y la disponibilidad de clones de ADNc, limitaron el nimero de ADNc aptos para la clonacién a
1198. La region codificante de estos genes se clond individualmente en un plasmido pAAV pGi de cadena principal bajo
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el control del promotor constitutivo CMV |IE y se confirmd mediante secuenciacion. Un codigo de barras Unico de 10 nt,
que puede ser amplificado por PCR y secuenciado, identifica univocamente cada clon (Figura 1A).

FunSel se basa en la siguiente estrategia: se utilizé un grupo de plasmidos AAV de la biblioteca, cada uno codificando
para un factor especifico e identificado por un cddigo de barras Unico, para la produccién por lotes de vectores AAV de
serotipo 9 (AAV9) (para un total de 24 grupos compuestos por 50 factores de tamafio similar cada uno). Los ratones CD1
de ocho semanas de edad (n=9 animales por cada reserva de AAV9), se sometieron a un infarto de miocardio inducido
por la ligadura permanente de |la arteria coronaria descendente izquierda, que en este escenario representa el estimulo
selectivo. Inmediatamente después del IM, cada grupo de vectores AAV9 se inyecté in vivo en la region periinfarto del
ventriculo izquierdo (VI) con una multiplicidad por la que cada vector, en principio, entra en una célula diferente (10™0
genomas virales por animal). Después de tres semanas, se recuperaron las inserciones del vector del tejido del VI
superviviente y se determiné la frecuencia de cada vector mediante secuenciacién de Ultima generacion (NGS) de los
cbdigos de barras y se comparé con la encontrada en los animales de control (n=6 animales por grupo) inyectados con el
mismo grupo de AAV9, pero no sometidos a IM. Tras un infarto, la mayoria de las células miociticas mueren, sin embargo,
cuando una célula expresa un factor protector sobrevive selectivamente, por [o que el enriquecimiento para un codigo de
barras indica una seleccion genética positiva (efecto beneficioso), mientras que una representacién reducida indica una
seleccién negativa (efecto neutro o perjudicial) (Esquema experimental en la Figura 1B).

La Figura 1C informa de los resultados acumulados obtenidos del cribado in vivo de los 1198 factores. En el grafico, la
frecuencia de cada factor recuperado del corazén tras el IM se presenta como una relacién con la frecuencia del mismo
factor en ausencia del tratamiento selectivo. Con base en el calculo de la puntuacién Z, seleccionamos los 200 factores
con mejores resultados y realizamos 4 cribas adicionales sobre estos factores (4 grupos de 50 vectores). Once factores
resultaron competitivamente enriquecidos puntuacién Z de 1,96 o mas (P<0,05) (Figura 1D). Apoyando la solidez del
enfoque FunSel, entre los aciertos de esta segunda ronda de cribado encontramos algunos factores cardioprotectores
conocidos y factores desconocidos relacionados de algun modo con la biologia de los cardiomiocitos. Estar incluian Mdk,
una molécula pleiotropica, que desempefia un papel protector frente a la lesidn cardiaca y RIn1, un agente antifibrético
bien descrito, capaz de reducir la produccion de ROS, la apoptosis y la inflamacién en el corazédn infartado. Sin embargo,
lo méas destacable es que entre los primeros puestos se encontraban tres nuevas proteinas de las que no se dispone de
informacidn ni se han realizado estudios relativos a la proteccién cardiaca. Se trata de proteina similara Cordina 1 (Chrdi1)
y de dos miembros de la familia con similitud de secuencia 3, especificamente, Fam3b y Fam3c. Estos factores fueron
elegidos para una mayor investigacién individual con el fin de valorar la eficacia y el mecanismo de accion.

Ejemplo 2

Eficacia de Chrdl1, Fam3c y Fam3b en la conservacion de la integridad y la funcién cardiacas tras un infarto de
miocardio en ratones

Con base en los resultados de FunSel, decidimos validar y caracterizar el efecto de los principales factores secretados
seleccionados (Chrdl1, Fam3c y Fam3b) expresados como vectores AAV2/9 individuales sobre el infarto de miocardio en
corazones de ratén, con el proposito especifico de valorar la capacidad de cada factor para contrarrestar o reducir el dafio
isquémico y promover la funcidon cardiaca.

Se sometid a ratones CD1 de ocho semanas de edad a un IM y, al mismo tiempo, se les inyectd en la zona periinfartada
del VI vectores AAV2/9 que expresaban Chrdl1, Fam3c, Fam3b o un vector vacio de control (1x10" vg/animal; n=8 por
grupo). Nuestra experiencia previa indica que este procedimiento da lugar a una transduccién miocardica eficaz y a una
expresion del transgén durante un mes (1,5). La funcion cardiaca de los animales se monitored mediante ecocardiografia
alos 15, 30y 60 dias tras el IM.

Como se indica en la Figura 2, la sobreexpresion mediada por AAV2/9 de Chrdl1, Fam3c o Fam3b preservd con éxito la
fraccién de eyeccién del VI (FEVI) (Figura 2A) de los ratones infartados en comparacion con los animales tratados como
control. Los valores de la FEVI empezaron a mejorar notablemente a los 15 dias tras el IM y se mantuvieron con el paso
del tiempo (60 dias después del IM: AAV9-Chrdl1 39,9612 67%, AAV2/9-Fam3c 39,0242 53% y AAV2/9-Fam3b
32,50+2,70%, en comparacién con 19,86+0,98% para los animales que recibieron el vector de control, P<0,001 para todos
los tratamientos). Tanto a los 30 como a los 60 dias tras el IM, el volumen diastélico del VI (Vd) era significativamente
mayor, como era de esperar cuando empieza a producirse la insuficiencia cardiaca, en los animales control si se
comparaba con los ratones tratados (Figura 2B) (60 dias tras el IM: AAV2/9-Chrdl1 101,22+10,31 ul, AAV2/9-Fam3c
107,3118,85 pl y AAV2/9-Fam3b 115,16+11,03 pl, en comparacidén con 168,64+7,47 ul para los animales que recibieron
el vector de control, P<0,001 para todos los tratamientos).

Cuando se produce un infarto de miocardio, los fibroblastos cardiacos proliferan, se diferencian en miofibroblastos y
producen matriz extracelular para crear una cicatriz que sustituya al hueco generado por la pérdida de cardiomiocitos.
Esto suele provocar rigidez miocardica y conduce a una remodelacion patologica del ventriculo izquierdo, dilatacién y
disfuncién. El analisis morfométrico de las secciones de corazon tefiidas con tricromico en el dia 60 indicd que los ratones
tratados con AAV2/9-Chrdl1, AAV2/9-Fam3c y AAV2/9-Fam3b mostraban una conservacion significativa del tejido
contractil del VI y una reduccién del area fibrética (tamafio del infarto). AAV2/9-Chrdl1 6,88+1,60%, AAV2/9-Fam3c
10,194£2,05%, AAV2/9-Fam3b 13,35%£1,79%, frente a 26,26+2,35% del VI en los animales de control; Figura 2C).
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Por ultimo, una tincién con aglutinina de germen de trigo (WGA) reveld que la sobreexpresién de Chrdl1, Fam3c o Fam3b
no inducia una respuesta hipertrofica de los cardiomiocitos, ya que el area transversal de las fibras no aumentaba en los
animales tratados en comparacién con los controles (Figura 2D).

En conjunto, estos resultados indican que la sobreexpresién cardiaca mediada por AAV2/9 de Chrdl1, Fam3c o Fam3b
tras una isquemia aguda favorece la viabilidad celular de los miocitos, reduce el tamafio del infarto y preserva la funcién
cardiaca tras un infarto de miocardio.

Ejemplo 3

La expresion mediada por AAV2/9 de Chrdl1, Fam3c o Fam3b contrarresta el remodelado patolégico del ventriculo
izquierdo asociado a la aparicién de insuficiencia cardiaca en ratones

Dos meses después del IM, investigamos también el efecto de cada factor secretado sobre la expresién de un conjunto
de genes previamente asociados con la remodelacion patolégica del VI (que consiste en la sobreexpresién de la cadena
pesada de B-miosina (BMHC) y la disminucion de los niveles de la cadena pesada de a-miosina (aMHC), la Ca?*-ATPasa
2a del reticulo sarcoplasmico/endoplasmico (SERCA2a) y el receptor de rianodina 2 (RYR2)).

Se extrajo el ARN total del tejido del VI y se analizé mediante gRT-PCR utilizando sondas TagMan especificas para los
genes investigados. En consonancia con las observaciones ecocardiograficas y morfométricas, AAV2/9-Chrdl1, AAV2/9-
Fam3cy AAV2/9-Fam3b contrarrestaron el patron caracteristico de expresién génica tipicamente asociado al remodelado
patologico del VI observado en los ratones AAV2/9-control, reduciendo el nivel de B-MHC y aumentando los de a-MHC,
SERCA2ay RYR2 (Figura 3, panel A-D).

Ejemplo 4

Los tres factores preservan la viabilidad de los tejidos protegiendo a los cardiomiocitos de la muerte celular y
tanto Chrdl1 como Fam3c promueven la autofagia beneficiosa cardiaca tras un IM

Hasta ahora, la informacién disponible sobre los factores Chrdl1, Fam3c y Fam3b es escasa y ciertamente no puede
explicar por qué estos factores ejercen un efecto cardioprotector tras un infarto de miocardio. Por ello, nos propusimos
explorar los posibles mecanismos biolégicos que podrian mediar su actividad. Dado que el enfoque FunSel se basa en la
seleccién de factores en funcién de la supervivencia de los cardiomiocitos, se realizé una primera serie de experimentos
probando los niveles de muerte celular por apoptosis, que suele ser masiva a los dos dias de la oclusidon de la arteria
coronaria (6), en los corazones de ratones CD1 adultos infartados tratados con los tres vectores AAV, en comparacién con
los controles (1x10™" vg/animal; n=5 por grupo). Fam3b, Fam3c y, en particular, Chrdl1, fueron extremadamente eficaces
en la prevencién de la muerte celular apoptética en los corazones infartados, como se valoré mediante tincion nuclear
TUNEL (etiquetado de fina de corte de dUTP mediado por TdT) en secciones de corazdn congeladas a los 2 dias del IM
(% de nucleos TUNEL positivos: AAV2/9-Chrdl1 4,01+£1,21%, AAV2/9-Fam3c 10,33%1,43%, AAV2/9-Fam3b 19,83+3,01%,
frente al 30,67+4,38% de los animales de control) (cuantificacion en |la Figura 4A).

El corazén es un 6rgano incapaz de una regeneracion significativa durante la vida adulta, por lo que la integridad de los
miocitos cardiacos se mantiene gracias a la autofagia, un mecanismo que permite la renovacion de componentes
intracelulares especificos, en particular las mitocondrias. Este mecanismo es de especial relevancia tras un infarto de
miocardio, ya que la isquemia subita, o la isquemia seguida de reperfusién como tras una revascularizacion percutanea,
provoca dafios importantes en las mitocondrias, que empiezan a utilizar el oxigeno para generar especies quimicas
dafiinas (7). No es sorprendente, por lo tanto, que la autofagia y la apoptosis estén muy interconectadas, ya que el primer
mecanismo se activa tras un dafio para eliminar los organulos celulares dafiados como respuesta protectora para evitar
la muerte celular apoptética (8).

Para evaluar la induccién de la autofagia tras la isquemia cardiaca aguda, inyectamos a otro grupo de ratones CD1 adultos
infartados vectores AAV2/9 que expresaban Chrdl1, Fam3c, Fam3b o un vector de control (1x10" vg/animal; n=5 por
tratamiento). Dos dias después del IM, hallamos un aumento de la conversidn de la proteina soluble LC3-l en LC3-Il unida
a lipidos, en particular en los corazones de los ratones tratados con Chrdl1 y Fam3c, que se asocid a la formacién de
autofagosomas (blots representativos y cuantificacién para los corazones AAV2/9-Chrdl1, AAV2/9-Fam3c, AAV9-Fam3b y
AAV2/9-control en las Figuras 4B y 4C, respectivamente).

Para visualizar directamente el flujo autofagico en los corazones infartados, generamos previamente un vector AAV2/9
que expresaba la proteina LC3 marcada con fluorescencia en tandem de proteina roja fluorescente monomérica (mRFP)-
proteina verde fluorescente potenciada (EGFP), derivada del plasmido ptfLC3, en el que la fluorescencia verde, pero no
la roja, es sensible a la diferencia de pH entre el autofagosoma neutro y el autolisosoma acido (9). Este vector se
administré, junto con AAV2/9-Chrdl1, AAV2/9-Fam3c, AAV2/9-Fam3b o AAV2/9-control (1x10" vg/animal; n=5 por
tratamiento), inmediatamente después del IM. Dos dias después, el numero de vesiculas amarillas positivas para LC3 y,
en particular, de las que mostraban sélo fluorescencia roja, aumenté significativamente en la regidén perinfarto del VI de
los corazones inyectados con AAV9-Chrdl1 y Fam3c, lo que indica que estos dos factores estimulan el flujo autofagico in
vivo (la cuantificacion de los puntos amarillos y rojos para cada tratamiento se recolecta en la Figura 4D).
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En conjunto, estos resultados indican que la sobreexpresion cardiaca mediada por AAV2/9 de Chrdl1 Fam3c, Fam3b
preserva la viabilidad de los miocitos cardiacos al prevenir la muerte celular apoptética y, en particular Fam3cy Chrdl1, al
promover la autofagia beneficiosa cardiaca.

Ejemplo 5

Los Chrdl1, Fam3c y Fam3b circulantes, producidos y secretados por el higado tras la expresién tisular especifica
mediada por AAVS, contrarrestan el remodelado patolégico del ventriculo izquierdo tras un infarto de miocardio

Para valorar si Chrdl1, Fam3b y Fam3c circulantes son activos una vez que llegan al corazdn desde la circulacion, en
contraposicién a que se expresen endégenamente mediante vectores virales, diseflamos una estrategia por la que cada
uno de los tres factores es expresado por el higado y secretado a la circulacién antes del infarto de miocardio (Figura
5A). Mas detalladamente, realizamos una inyeccion intraparenquimatosa en ratones CD1 adultos (5x10" vg/animal; n=6
por grupo) con vectores AAV serotipo 8 (AAV2/8), que transfieren genes selectivamente a las células hepaticas; en estos
vectores, el factor se expresa bajo el control del promotor de la a-1 antitripsina humana (hAAT), lo que garantiza una
expresion especifica Unicamente en los hepatocitos (10). Siete dias después de la administracién, cuando el higado
producia y liberaba activamente cantidades dosificables de cada factor en la circulacién (Figura 5B), se indujo un infarto
de miocardio ligando la arteria coronaria descendente izquierda.

Como se indica en la Figura 5C , la produccién hepatica mediada por AAV2/8 de Chrdl1, Fam3c o Fam3b preservé con
éxito la fraccion de eyeccion del VI (FEVI) de los ratones infartados en comparacién con los animales tratados como
control. Los valores de la FEVI empezaron a mejorar notablemente a los 15 dias tras el IM y se mantuvieron con el paso
del tiempo (60 dias después del IM: AAV2/8-Chrdl1 28,77+1,66%, AAV2/8-Fam3c 28,09+1,61% y AAV8-Fam3b
31,2241,40%, frente al 20,05 £1,47% para los animales que recibieron el vector de control). Dos meses después del IM,
como era de esperar, el volumen diastélico del VI era significativamente mayor en los animales de control que en los
ratones tratados (Figura 5D) (60 dias después del IM: AAV2/8-Chrdl1 150,2+10,2 ul, AAV2/8-Fam3c 137,9£16,8 ul y
AAV2/8-Fam3b 134,7+9,2 ul, frente a 193,2+11,6 ul para los animales que recibieron el vector de control).

Por ultimo, también en este experimento, el analisis morfométrico de secciones de corazon tefiidas con tricromico en el
dia 60 indicé que los ratones tratados con AAV8-Chrdl1, AAV2/8-Fam3c y AAV2/8-Fam3b mostraron una reduccién
significativa de la zona fibrotica (tamafio del infarto: AAV2/8-Chrdl1 13,6+£3,1%, AAV2/8-Fam3c 15,0+£3,4%, AAV2/8-Fam3b
13,242,7%, frente a 28,7+£3,3% del VI en los animales de control; Figura 5E).

En conjunto, estos resultados demuestran que cada factor circulante, expresado terapéuticamente desde el higado,
protege alos cardiomiocitos del dafio isquémico y mejora la funcionalidad cardiaca tras un IM. Esto representa una prueba
de eficacia preliminar a la inyeccién de Chrdl1, Fam3cy Fam3b como proteinas recombinantes.

Ejemplo 6

Chrdl1, Fam3c y Fam3b recombinantes protegen a los cardiomiocitos contra la muerte celular inducida por
doxorrubina

Para evaluar el efecto potencial de Chrdl1, Fam3cy Fam3b en la preservacion de la viabilidad celular frente al dafio tdxico,
se probaron las proteinas recombinantes correspondientes en cardiomiocitos ventriculares primarios de rata neonatal
tratados con el farmaco quimioterapéutico doxorrubicina (Figura 6).

El tratamiento con 100 ng/ml de proteinas recombinantes Chrdl1, Fam3c o Fam3b contrarrestd significativamente la
activacion de la caspasa 3/7 (como medida de la muerte celular apoptética), después de 20 horas de tratamiento con
doxorrubicina (1y 1,5 uM).

Ejemplo 7 (no de acuerdo con las reivindicaciones)
Chrdl1 previene la activacién de fibroblastos y la fibrosis cardiaca tras un infarto de miocardio

Cuando se produce un IM, los fibroblastos cardiacos proliferan, se diferencian en miofibroblastos y estimulan la deposicion
de colageno para crear una cicatriz que sustituya al hueco generado por la pérdida de cardiomiocitos. Resulta interesante
que los corazones infartados que sobreexpresaban Chrdl1 no sdlo presentaban cicatrices muy pequefias, sino que
ademas no sufrian remodelacidn patoldgica ni dilatacién dos meses después del IM. Esto sugeria un efecto especifico de
Chrdl1 sobre la formacion de cicatrices, ademas de sobre la supervivencia de los cardiomiocitos.

El factor de crecimiento transformante-p1 (Tgff1), que se expresa a niveles elevados en la cicatriz tras un IM, es un
inductor clave de la deposicidén de colageno y de la diferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos (11). Para evaluar
si Chrdl1 era capaz de modular la transdiferenciacion de fibroblastos inducida por Tgf1, se trataron fibroblastos cardiacos
primarios de ratén adulto durante 3 dias con diferentes dosificaciones de Tgfp1 (1-10-50 ng/ml) en presencia o ausencia
de Chrdl1 recombinante (100 ng/ml) (Figura 7A). El Tgff1 indujo un aumento masivo y dependiente de la dosis de la
expresion de colageno a-1(1) (Col1a1) y a-Sma, mientras que Chrdl1 atenué este efecto (Figura 7B).
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Para investigar adicionalmente el efecto de Chrdl1 en la respuesta fibrética in vivo, se transdujeron los corazones de
ratones Col1a1(l)-EGFP (un modelo de ratdn transgénico en el que EGFP sélo se expresa en los fibroblastos (12)) con
AAV2/9-control o AAV2/9-Chrdl1 y se indujo el IM. Los corazones de los ratones Col1a1-eGFP que sobreexpresaban
Chrdi1 mostraron una fibrosis cardiaca significativamente atenuada y una expresion reducida de colageno1a1 y a-SMA
(Figura 7C). Estos datos también se confirmaron mediante g-PCR cuantificando los niveles de transcripcion de Col1a1,
a-SMA, Tgfp1y MMP9 3 dias después del infarto en ratones CD1 (Figura 7D).

Ejemplo 8

La expresién de Chrdi1, Fam3c y Fam3b protege a los ratones de la toxicidad y muerte cardiacas inducidas por
doxorrubicina

A pesar de su eficacia como medicamentos contra el cancer, las antraciclinas (incluida la doxorrubicina) pueden inducir
una cardiotoxicidad aguda y crénica (Swain, S.M. et al. (2003) Cancer 97: 2869-2879). En particular, las dosis acumuladas
de estos farmacos pueden causar disfuncidon sistdlica ventricular izquierda e insuficiencia cardiaca. La incidencia
notificada de disfuncion ventricular como consecuencia del tratamiento con estos farmacos puede alcanzar
aproximadamente el 10% de los pacientes (Cardinale, D. (2015) Circulation 131: 1981-1988), produciéndose la gran
mayoria de los casos durante el primer afio de tratamiento. En la actualidad, no existe un tratamiento estandar para
prevenir la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas (Zamorano, J.L. et al. (2016) Eur Heart J 37: 2768-2801).

Se inyectaron intramiocardicamente 30 ul de preparaciones de vectores AAV9 que expresaban Chrdl1, Fam3c o Fam3b
en ratones hembra C57/BL6 de seis semanas de edad con una jeringa de aguja 30 G. Una semana después, se administro
doxorrubicina por via intraperitoneal los dias 0, 2, 5, 8, 10 y 12 a una concentracién de 4 mg/kg (dosis acumulada: 24
mg/kg), de acuerdo con un protocolo establecido para el tratamiento crénico (Li M. et al. (2018) Circulation 138: 696-711).
Se realizd un seguimiento de los ratones mediante ecocardiografia en las semanas 0, 6y 8.

Cada uno de Chrdl1, Fam3c y Fam3b mostré una fuerte actividad protectora contra la muerte inducida por farmacos
(Figura 8A). Se observa un efecto cardioprotector notable tras el tratamiento con cualquiera de los tres factores, como
demuestra la proteccidn significativa tanto contra el deterioro de la fraccién de eyeccidén del ventriculo izquierdo (VI)
(Figura 8B), como contra los efectos deletéreos sobre los diametros internos del VI (Figura 8C).
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REIVINDICACIONES

1. Fam3c, o un polinucleotido que lo codifica, para su uso en el tratamiento o la reduccién del riesgo de enfermedad
cardiaca, en donde el Fam3c comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80% de identidad con
SEQ ID NO: 2.

2. El Fam3c o polinucleétido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el Fam3c o polinucleétido que lo
codifica se utiliza para preservar la viabilidad de las células musculares cardiacas.

3. EI Fam3c o polinucledtido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, en donde el Fam3c comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con SEQ ID NO: 2.

4. El Fam3c o polinucleétido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el polinucleétido comprende una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 80% de identidad con SEQ ID NO: 5.

5. El Fam3c o polinucledtido para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la enfermedad
cardiaca estéd asociada a isquemia cardiaca o pérdida de cardiomiocitos.

6. El Fam3c o polinucledtido para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la enfermedad
cardiaca se selecciona entre el infarto de miocardio; las consecuencias del infarto de miocardio; la lesion por reperfusién
tras una intervencidén coronaria percutanea; la miocarditis; la hipertensién; el dafio téxico cardiaco (en particular, por
quimioterapia); o la cardiomiopatia.

7. El Fam3c o polinucledtido para uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde se protege el corazén
de un infarto de miocardio; se preserva la funcién cardiaca tras un infarto de miocardio o una intervencién coronaria
percutanea; o se reduce la fibrosis tras un infarto; y/o se previene la insuficiencia cardiaca.

8. El Fam3c para uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde el Fam3c esta glicosilado, y/o en
donde el Fam3c es una proteina de fusion, preferiblemente una proteina de fusion Fc.

9. El polinucleétido para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el polinucleétido esta en
forma de vector, opcionalmente un vector viral, preferentemente un vector viral adenoasociado (AAV).

10. Un vector para su uso en el tratamiento o la reduccién del riesgo de enfermedad cardiaca, en donde el vector
comprende un polinucleétido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7 0 9.

11. El vector de uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el vector es un vector viral, opcionalmente en donde el
vector viral es un vector viral adenoasociado (AAV).

12. Una composicién farmacéutica que comprende el Fam3c como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y
un vehiculo y/o excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en el tratamiento o la reduccién del riesgo de
enfermedad cardiaca.

13. Una composicidén farmacéutica que comprende el vector como se define en la reivindicacion 10 u 11 y un vehiculo y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en el tratamiento o la reduccidn del riesgo de enfermedad cardiaca.

14. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 12 o 13, en donde la composicién esta
formulada para inyeccién.
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