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DESCRIPCIÓN

Proteína de fusión de melusina recombinante como agente farmacológico en el tratamiento de patologías cardiacas 
y composiciones de la misma

5
Campo de la invención

La presente invención se refiere a una forma recombinante de la proteína humana melusina o partes de la misma 
para el tratamiento de patologías cardiacas, tales como insuficiencia cardiaca, cardiomiopatía dilatada e infarto de 
miocardio.10

Antecedentes de la invención

En sujetos aquejados de patologías cardiovasculares tales como estenosis aórtica, hipertensión arterial crónica, 
disfunción valvular, infarto de miocardio, miocarditis, cardiomiopatía idiopática, el corazón se somete a mayor carga 15
de trabajo. La presencia de una lesión patológica induce que el corazón experimente hipertrofia, un programa de 
remodelación tisular dirigido a mantener la función cardiaca. Aunque la hipertrofia cardiaca es, por lo tanto, 
inicialmente compensatoria y beneficiosa, en condiciones de estímulos patológicos crónicos, pueden producirse 
acontecimientos adicionales que reducen la eficacia de la respuesta de hipertrofia o activan rutas adicionales que 
provocan dilatación cardiaca y que conducen progresivamente a disfunción e insuficiencia cardiaca.20

Las propiedades funcionales de la melusina pueden proporcionar un enfoque altamente innovador y robusto para 
contrarrestar la evolución hacia la disfunción e insuficiencia cardiacas.

La melusina, de hecho, se expresa selectivamente en fibras de músculo esquelético y cardiomiocitos (Brancaccio et 25
al., 1999), y se requiere para activar un programa de hipertrofia cardiaca compensatoria en respuesta a condiciones 
de tensión tales como sobrecarga de presión crónica del ventrículo izquierdo (Brancaccio et al., 2003). Dicha función 
requiere la activación de AKT/GSK3beta y de ERK (Brancaccio et al., 2003) (De Acetis et al., 2005), dos rutas de 
señalización bien conocidas en la hipertrofia cardiaca.

30
La expresión forzada de melusina en el corazón de ratones transgénicos protege eficazmente de la dilatación del 
ventrículo izquierdo e insuficiencia cuando el corazón se somete a sobrecarga de presión prolongada (De Acetis et 
al., 2005).

En pacientes humanos aquejados de cardiomiopatía dilatada en respuesta a reducción de estenosis aórtica la 35
expresión de melusina es comparable al deterioro cardiaco funcional como se mide por valores de fracción de 
eyección (Brokat et al 2007). 

El documento EP-A-1 800 696 desvela una proteína de fusión que comprende la proteína de unión a maltosa y 
melusina humana.40

Las medicaciones principales actuales para el tratamiento de Insuficiencia Cardiaca (CHF) incluyen fármacos 
dirigidos a la sobrecarga hemodinámica (diuréticos y nitratos), para inhibir la actividad tanto de renina-angiotensina 
(inhibidores de ACE y sartanos) como del sistema nervioso simpático (beta bloqueadores). Aunque el desarrollo de 
estos fármacos ha conducido a un mejor tratamiento, el 50 % de los pacientes con el estadio más avanzado de 45
insuficiencia cardiaca mueren en un periodo de un año, siendo el trasplante de corazón aún la única cura. De hecho, 
la mayoría de, si no todos, los fármacos disponibles se dirigen principalmente a reducir la sobrecarga hemodinámica 
cardiaca reduciendo la presión sanguínea y consecuencias indeseables de la insuficiencia cardiaca en diferentes
órganos periféricos. 

50
Por lo tanto, los enfoques terapéuticos dirigidos a corregir los defectos principales en el músculo cardiaco que 
forman la base de la insuficiencia cardiaca representan una necesidad médica actual importante ya que deberían 
proporcionar un resultado mucho más eficaz en comparación con la terapia inotrópica o dispositivos mecánicos que 
asistan a la función cardiaca.

55
Sumario de la invención

Teniendo en cuenta estas premisas, se siente por lo tanto una necesidad de soluciones mejoradas que permitan el 
tratamiento terapéutico de patologías cardiacas, tales como insuficiencia cardiaca, y cardiomiopatía provocada por 
estenosis aórtica, hipertensión arterial crónica, disfunción valvular, infarto de miocardio, miocarditis o cardiomiopatía 60
idiopática, evitando las desventajas a las que se ha hecho referencia anteriormente.

El objetivo de la presente divulgación es proporcionar dichas soluciones mejoradas.

De acuerdo con la invención, el objetivo anterior se consigue gracias a la materia objeto reivindicada65
específicamente en las reivindicaciones posteriores, que se entiende que forma una parte integral de la presente 
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divulgación.
Una realización de la presente divulgación proporciona una proteína de fusión de melusina recombinante que tiene 
una estabilidad mejorada y una capacidad potenciada para alcanzar los compartimentos intracelulares en 
comparación con la melusina recombinante codificada por la secuencia de nucleótidos como se define en SEC ID 
Nº: 1 in vivo, en la que dicha proteína de fusión de melusina recombinante comprende i) una proteína melusina 5
humana que tiene la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos como se define en SEC 
ID Nº:1, o un homólogo de la misma que tiene al menos 60 %, presentemente al menos 80 %, más preferentemente 
al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de 
nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1 y que tiene la función de inducción de hipertrofia cardiaca de proteína 
melusina nativa o una parte de melusina humana de la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de 10
nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1 que tiene la función de inducción de hipertrofia cardiaca de la proteína 
melusina nativa y ii) un polipéptido que penetra en células seleccionado entre polipéptido TAT de VIH, polilisina, 
péptidos del homeodominio de antennapedia, péptidos de las secuencias 11-20 (Figura 6).

En una realización adicional, la proteína de fusión de melusina recombinante puede conjugarse por el extremo N 15
terminal con una secuencia marcadora, que puede seleccionarse entre proteína de unión a maltosa (MBP), glutatión 
S-transferasa (GST), péptidos de hexahistidina (HIS), epítopo Flag, epítopo Myc, dominio Ig, proteína estafilocócica 
A.

En una realización adicional más divulgada en la presente solicitud, la proteína de fusión de melusina recombinante 20
puede usarse como un medicamento, preferentemente para el tratamiento de patologías cardiacas, más 
preferentemente insuficiencia cardiaca y cardiomiopatía provocadas por estenosis aórtica, hipertensión arterial 
crónica, disfunción valvular, infarto de miocardio, miocarditis o cardiomiopatía idiopática.

La proteína de fusión de melusina recombinante objeto de la presente divulgación tiene actividad de inducción de 25
hipertrofia cardiaca in vivo.

Breve descripción de los dibujos

La invención se describirá ahora, solamente como ejemplo, con referencia a las figuras dibujadas adjuntas, en las 30
que:

- Figura 1: secuencias de nucleótidos y aminoácidos de (A) MBP-TAT-melusina y (B) MBP-melusina-TAT. La 
secuencia de aminoácidos de MBP está subrayada, la secuencia de TAT está en negrita, la secuencia de 
aminoácidos de melusina tiene doble subrayado, el sitio de escisión de proteasa de TEV está indicado por una 35
línea de puntos. (C) Representación esquemática de la estrategia de clonación usada para insertar secuencias
codificantes de melusina, TAT y TEV en vectores pMAL. (D) Tinciones de Coomassie de extractos proteicos 
totales de E. coli que producen proteínas de fusión MBP-melusina-TAT (izquierda) y MBP-TAT-melusina
(derecha); flujo continuo después de la purificación de proteínas y fracción de elución que contiene las proteínas 
purificadas. (E) Cromatograma de HPLC de MBP-melusina-TAT eluida de una columna de intercambio de iones 40
Resource Q (GE HelthCare) con un gradiente de Tris-HCl 25 mM pH 7,5 a Tris-HCl 25 mM pH 7,5 más NaCl 1 M. 
La proteína eluye a NaCl 140 mM.

- Figura 2. (A) Capacidad de la proteína MBP Melusina recombinante para entrar en células eucariotas. Se 
incubaron células COS cultivadas en placas de petri con 50 g/ml de MBP-melusina-TAT recombinante, MBP-
TAT-melusina o MBP-melusina durante 2 horas. Después de lavados repetidos con PBS, las células se fijaron 45
con detergente. Después se visualizó la melusina por inmunofluorescencia con microscopía confocal usando 
anticuerpos monoclonales de ratón 5E1 para melusina humana (MAB-10333 Immunological Science 
www.immunologicalsciences.com) seguido de inmunoglobulina secundaria anti ratón marcada con RITC. Se 
tomaron imágenes con microscopia confocal a tiempo de exposición fijo en planos focales dentro del citoplasma 
como se puede visualizar por la presencia de núcleos teñidos con el colorante de Hoechst. MBP-melusina-TAT50
se localiza claramente en el citoplasma. La señal fue mucho menos intensa para la proteína MBP-TAT-melusina 
lo que indica que la proteína recombinante con secuencia TAT C terminal era más eficaz para entrar en las 
células. Al mismo tiempo MBP-melusina, que carecía de la secuencia TAT no era detectable dentro de las 
células lo que demuestra la eficacia del dominio de transducción en el suministro de la proteína recombinante 
dentro de la célula. (B) Ensayo in vitro de la toxicidad de proteínas recombinantes. Se sembraron células 55
COS en placas de 6 pocillos y se incubaron en medio de cultivo sencillo (NT) o con 50 g/ml de MBP-melusina-
TAT recombinante o MBP-melusina durante 0, 1, 2, 3, 4, 5 días y se determinó el crecimiento celular por 
recuento celular. Las curvas de proliferación de células no cambian significativamente entre diferentes 
tratamientos lo que demuestra que la MBP-melusina-TAT recombinante no tiene efecto citotóxico en las células.

- Figura 3. Farmacocinética y biodistribución de MBP-melusina-TAT recombinante. Se realizaron estudios 60
farmacocinéticos tanto en ratas (A) como en ratones (C) por administración intravenosa e intraperitoneal de la 
proteína respectivamente. Se insertaron cánulas en ratas Wistar en la vena yugular y se les infundieron 2,6 
mg/kg de MBP-Melusina-TAT purificada. La concentración de proteína MBP-Melusina-TAT en plasma se evaluó 
tanto por ensayo de ELISA (panel derecho A) como por Transferencia de Western (B). Para evaluar la semivida 
de la proteína después de administración intraperitoneal se inyectó a los ratones 5 mg/kg de MBP-Melusina-TAT 65
y se evaluó la concentración de la proteína en plasma por ELISA (C). La proteína MBP-Melusina-TAT 
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recombinante tiene una semivida de 2 h tanto cuando se administra por vía intravenosa como por vía 
intraperitoneal (A y C). Además la proteína es estable en circulación como se detecta por análisis de peso 
molecular por transferencia de Western de muestras sanguíneas (B).
La biodistribución de la proteína MBP-Melusina-TAT recombinante en ratones se evaluó después de inyección 
intraperitoneal con 5 mg/kg cada 4 horas tres veces. Los ratones se sacrificaron 4 horas después de la última 5
inyección y se les perfundió PBS en el ventrículo izquierdo para retirar la proteína aún en circulación en sangre. 
Se recogieron diferentes órganos y se analizaron extractos proteicos por SDS-PAGE y Transferencia de Western
con anticuerpos monoclonales de melusina que reaccionaban específicamente con molécula de melusina 
recombinante humana (MAB-10333 Immunological Science www.immunologicals-ciences.com). La proteína 
presente en cada órgano se cuantificó determinando la intensidad de las bandas (D). Análisis de transferencia de 10
Western de corazón de ratones a los que se inyectó, en las mismas condiciones que los anteriores, MBP-
Melusina-TAT (MMT) o MBP-melusina sin TAT (MM) como control (E). La proteína recombinante que contiene 
TAT, pero no la que carece de TAT, puede detectarse en el corazón 12 horas después de la inyección de forma 
coherente con la capacidad de la primera para entrar en las células in vivo. 24 horas después de la inyección aún 
era detectable el nivel de melusina en el corazón (panel E inferior) aunque a menor nivel en comparación con las 15
12 horas. Se usaron anticuerpos de vinculina como control de carga.

- Figura 4. La MBP-MELUSINA-TAT recombinante está farmacológicamente activa en ratones e induce 
hipertrofia cardiaca concéntrica compensatoria con capacidad de contracción aumentada. Se inyectó a los 
ratones por vía intraperitoneal durante 7 días 1 mg/día/ratón de MBP-Melusina-TAT. Se evaluó la morfología y 
función cardiaca por ecocardiografía en cada animal tanto antes (basal) como después de 7 días del tratamiento 20
(proteína 1 semana). Los ratones tratados con MBP-Melusina-TAT mostraron aumento del grosor del septo 
(IVSd), diámetro reducido de la cámara del ventrículo izquierdo (LVIDd) acompañado de capacidad de 
contracción aumentada como se mide por el acortamiento fraccional (% de FS). Estas características son típicas 
de la remodelación concéntrica definida por el grosor de la pared relativo (RWT). No se observó ningún efecto en 
los ratones tratados solamente con vehículo (PBS).25

- Figura 5. El tratamiento con MBP-melusina-TAT recombinante da como resultado mejor función 
ventricular izquierda en un modelo de insuficiencia cardiaca inducida por sobrecarga de presión. El 
protocolo ilustrado en el panel A se adoptó para ensayar la eficacia de MBP-melusina-TAT en la prevención de la 
insuficiencia cardiaca. Se sometió a ratones C57Black/N a sobrecarga de presión por bandeo quirúrgico de la 
aorta transversal como se ha descrito previamente (Brancaccio et al., 2003). Un día después del bandeo aórtico 30
se trató a los ratones por inyecciones diarias con dosis crecientes de MBP-melusina-TAT o PBS como un control 
de vehículo. La función y morfología cardiacas se analizaron por ecocardiografía el día 1 después de la cirugía y 
al final del tratamiento. Después se explantaron los corazones y se examinaron al nivel histológico y bioquímico. 
15 días después del bandeo aórtico los ratones tratados con vehículo (PBS) desarrollaron dilatación del 
ventrículo izquierdo (LVID) (columnas derechas del panel B PBS). Sin embargo, el tratamiento con MBP-35
melusina-TAT recombinante dio como resultado reducción de la dilatación del ventrículo izquierdo (LVID) (panel
B y C) y mejora de la función sistólica (C, panel derecho). El efecto fue directamente proporcional a la dosis de 
MBP-melusina-TAT administrada (B, C). Se realizó análisis de transferencia de Western para evaluar la 
concentración de MBP-melusina-TAT en el corazón explantado. Resulta interesante que la cantidad de proteína 
presente en el corazón 24 horas después del último tratamiento (rombos del panel D) fue directamente 40
proporcional a la actividad contráctil (panel D; % de EF cuadrados y % de FS triángulos).

- Figura 6: secuencias de polipéptidos que penetran en células adecuados para la producción de proteínas 
de fusión de melusina recombinantes.

Descripción detallada de la invención45

En la siguiente descripción, se proporcionan numerosos detalles específicos para proporcionar un entendimiento 
exhaustivo de las realizaciones. Las realizaciones pueden practicarse sin uno o más de los detalles específicos, o 
con otros métodos, componentes, materiales, etc. En otros casos, no se muestran o describen en detalle
estructuras, materiales u operaciones bien conocidos para evitar complicar aspectos de las realizaciones. 50

La referencia a lo largo de la presente memoria descriptiva a “una realización” significa que se incluye un elemento, 
una estructura o una característica particular en relación con la realización en al menos una realización. Por lo tanto, 
las apariciones de la frase “en una realización” en diversos lugares a lo largo de la presente memoria descriptiva no 
se refieren todas necesariamente a la misma realización. Además, los elementos, las estructuras y las 55
características particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada en una o más realizaciones.

Los encabezamientos proporcionados en el presente documento son solamente por conveniencia y no interpretan el 
alcance o el significado de las realizaciones.

60
Las proteínas recombinantes pueden ser productos biofarmacéuticos extremadamente útiles, pero su producción y 
posterior purificación presenta con frecuencia varias dificultades. En particular la solubilidad de la proteína 
recombinante es muy frecuentemente un problema grave. La proteína sintetizada en gran cantidad por bacterias o 
células eucariotas queda fuera de la solución debido a la desnaturalización y plegamiento incorrecto que conducen a 
un producto biológicamente inactivo. Cuando se producen proteínas recombinantes en forma soluble se representa 65
un problema por su estabilidad en la célula y durante el procedimiento de purificación. De hecho, varias proteínas 
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recombinantes son altamente inestables y experimentan diversos grados de degradación por proteólisis dentro de la 
célula o descomposición durante el procedimiento de purificación debido a contaminantes traza. Estos son 
problemas graves que es necesario superar.

Las proteínas recombinantes para utilizar como agente farmacológico in vivo también tienen que ser altamente 5
estables una vez inyectadas en el organismo saliente, en el que se catabolizan fácilmente y se retiran de la 
circulación.

Las proteínas, tales como melusina, que necesitan penetrar dentro de las células para ejercer su función 
representan un problema adicional. Puede conseguirse penetración celular por péptidos específicos que tienen 10
capacidad de translocación de membrana, sin embargo, la eficacia de esta modificación depende estrictamente del 
plegamiento de la proteína y posición del péptido dentro de la secuencia proteica.

La presente invención supera todas las deficiencias anteriormente observadas en la técnica ya que permite la 
producción de proteína altamente soluble, muy estable tanto durante la purificación como después de la 15
administración in vivo. Además, la proteína penetra eficazmente en células y está dotada de potente actividad in vivo 
en el corazón tanto en condiciones basales como patológicas.

La presente invención se refiere por lo tanto a una proteína de fusión de melusina recombinante que tiene una 
estabilidad mejorada y una capacidad potenciada para alcanzar compartimentos intracelulares en comparación con 20
la melusina recombinante codificada por la secuencia de nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1 in vivo, y que 
tiene además actividad de inducción de hipertrofia cardiaca in vivo, en la que dicha proteína comprende i) una 
proteína de melusina humana que tiene la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos 
como se define en SEC ID Nº: 1, o un homólogo de la misma que tiene al menos 60 %, preferentemente al menos 
80 %, más preferentemente al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos codificada 25
por la secuencia de nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1 y que tiene la función de inducción de hipertrofia 
cardiaca de la proteína melusina nativa o una parte de melusina humana de la secuencia de aminoácidos codificada 
por la secuencia de nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1 que tiene la función de inducción de hipertrofia 
cardiaca de la proteína melusina nativa y ii) un polipéptido que penetra en células.

30
En una realización particularmente preferida la proteína de fusión de melusina recombinante se representa por las 
secuencias de nucleótidos y aminoácidos expuestas en SEC ID Nº: 9 (construcción de ADN) y 10, respectivamente.

El polipéptido que penetra en células puede seleccionarse entre polipéptido TAT de VIH, desvelado entre otros en 
Vives et al., (1997), péptidos del homodominio de antennapedia también conocido como penetrante o pAntp 35
desvelado entre otros en Derossi et al., (1996); Derossi et al., (1994); y Brugidou et al., (1995); el péptido R7
desvelado en Rothbard et al., (2000); el péptido KALA desvelado en Wyman et al., (1997); buforina 2 desvelada en 
Takeshima et al., (2003)); MAP desvelado en Oehlke et al., (1998); transportano desvelado en Pooga et al., (1998); 
transportano 10 desvelado en Soomets et al., (2000); pVEC desvelado en Elmquist et al., (2001); péptido MPG
desvelado en Morris et al., (1997). Las secuencias correspondientes de los péptidos que penetran en células a las 40
que se ha hecho referencia anteriormente se muestran en la Figura 6 y se exponen en SEC ID Nº: 11 a 20.

La proteína de fusión de melusina recombinante puede, entonces, conjugarse por el extremo N terminal con un 
proteína marcadora, que puede seleccionarse entre proteína de unión a maltosa (MBP), glutatión S-transferasa 
(GST), péptido de hexa Histidina (HIS), epítopo Flag, epítopo Myc, dominio Ig, proteína estafilocócica A, o cualquier 45
otra secuencia proteica adecuada para facilitar la expresión y purificación de la proteína recombinante.

La proteína de fusión de melusina recombinante descrita en el presente documento es adecuada para 
administración parenteral a un sujeto que lo necesite en una cantidad de 1 a 100 mg/día.

50
La proteína de fusión de melusina recombinante puede usarse provechosamente como un medicamento para el 
tratamiento de patologías cardiacas, como por ejemplo insuficiencia cardiaca, y cardiomiopatía provocada por 
estenosis aórtica, hipertensión arterial crónica, disfunción valvular, infarto de miocardio, miocarditis o cardiomiopatía 
idiopática.

55
La insuficiencia cardiaca puede originarse de muchas lesiones cardiacas, entre otras estenosis aórtica, disfunción 
valvular, miocarditis viral o autoinmunitaria, hipertensión crónica, infarto de miocardio y mutaciones genéticas. Todas 
estas lesiones generan sobrecarga de trabajo en el músculo cardiaco que a largo plazo conduce a remodelación 
negativa caracterizada por adelgazamiento de las paredes ventriculares, dilatación de la cámara ventricular y 
pérdida de función contráctil, características que normalmente definen el estado patológico conocido como 60
insuficiencia cardiaca.

A la vista de los efectos terapéuticos ejercidos por la proteína de fusión recombinante melusina desvelada en el 
presente documento, y más específicamente al contrarrestar a) el adelgazamiento de la paredes ventriculares, b) la 
dilatación de la cámara ventricular y c) la pérdida de la función contráctil, es decir la actividad de inducción de 65
hipertrofia cardiaca in vivo, la proteína de fusión recombinante melusina puede tener eficacia terapéutica en la 
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insuficiencia cardiaca generada por todas las etiologías enumeradas anteriormente.
A continuación se describirá la invención en relación con algunas realizaciones específicas, y más preferentemente 
con una proteína de melusina humana recombinante, que penetra en células, MBP-Melusina-TAT, sin ningún efecto 
limitante en el alcance de las reivindicaciones subsiguientes.

5
La presente divulgación se refiere a los protocolos de generación y purificación para una proteína de melusina 
humana recombinante, que penetra en células, MBP-Melusina-TAT en células procariotas. La proteína consiste en 
un componente marcador, concretamente proteína de unión a maltosa (MBP) que permite un plegamiento proteico 
eficaz y purificación de afinidad conveniente, la secuencia de melusina y el dominio de transducción celular de la 
proteína TAT del virus VIH, que confiere la capacidad a la proteína recombinante para entrar en las células.10

El protocolo de purificación consiste en dos fases: una etapa de cromatografía de afinidad basada en la afinidad de 
la MBP por la amilosa y una cromatografía de intercambio iónico que permite purificación y eliminación adicional del 
componente de LPS.

15
MBP-melusina-TAT después de incubación con células en cultivo claramente entra en células y se localiza en el 
citoplasma. La señal fue mucho menos intensa para la proteína MBP-TAT-melusina lo que indica que la proteína 
recombinante con secuencia TAT C terminal era más eficaz para entrar en la membrana celular. Al mismo tiempo, la 
secuencia de MBP-melusina, sin TAT, no fue detectable dentro de las células lo que demuestra la eficacia del 
dominio de transducción para suministrar la proteína recombinante dentro de la célula (Figura 2A).20

Las curvas de proliferación de células no tratadas no cambian significativamente con respecto a las de células 
tratadas con MBP-melusina-TAT lo que demuestra que la MBP-melusina-TAT recombinante no tiene efecto 
citotóxico en células (Figura 2B).

25
La proteína MBP-Melusina-TAT recombinante purificada está dotada de la capacidad para entrar en la célula, 
proporcionando de este modo un suministro intracelular eficaz de melusina.

La proteína MBP-Melusina-TAT recombinante purificada tiene una semivida de 2 horas cuando se administra por vía 
intravenosa o intraperitoneal en ratas o ratones (Figura 3A y 3C) y es estable en circulación como se detecta por 30
análisis de transferencia de western de muestras sanguíneas a las 12 horas después de la inyección (Figura 3B).

La distribución de la proteína MBP-Melusina-TAT recombinante in vivo se evaluó después de inyección 
intraperitoneal con 5 mg/kg cada 4 horas tres veces. Los ratones se sacrificaron 4 horas después de la última 
inyección y se les perfundió PBS en el ventrículo izquierdo para retirar la proteína aún en circulación en sangre. Se 35
recogieron diferentes órganos y se analizaron extractos proteicos por SDS-PAGE y Transferencia de Western con 
anticuerpos monoclonales de melusina que reaccionan específicamente con molécula de melusina recombinante 
humana (MAB-10333 Immunological Science www.immunologicalsciences.com) (figura 3D). La proteína presente en 
cada órgano se cuantificó determinando la intensidad de las bandas. El corazón de ratones a los que se inyectó 
MBP-Melusina-TAT (MMT) o MBP-melusina sin TAT (MM) en las mismas condiciones que los anteriores, se 40
analizaron por SDS-PAGE y transferencia de western. La proteína recombinante que contiene TAT, pero no la que 
carece de TAT, puede detectarse en el corazón 12 horas después de la inyección de forma coherente con la 
capacidad de la primera para entrar en las células.

La MBP-Melusina-TAT está desprovista de actividad tóxica en ratones tratados durante 15 días con una dosis de 1 45
mg/día durante un periodo de 15 días.

Los ratones tratados con una dosis de 1 mg/día durante un periodo de 7 días con MBP-Melusina-TAT desarrollan 
una remodelación concéntrica del ventrículo izquierdo y aumento de la capacidad de contracción como se detecta 
por análisis de ecocardiografía que demuestra la actividad farmacológica de la proteína recombinante in vivo (Figura50
4). Más específicamente, los ratones tratados con MBP-Melusina-TAT muestran aumento del grosor del septo 
(IVSd), diámetro reducido de la cámara del ventrículo izquierdo (LVIDd) acompañado de capacidad de contracción 
aumentada como se mide por acortamiento fraccional (% de FS). Estas características son típicas de la 
remodelación concéntrica definida por el grosor relativo de la pared (RWT). No se observó ningún efecto en ratones 
tratados con vehículos solamente (PBS). 55

La eficacia terapéutica de MBP-Melusina-TAT (Figura 5) se demostró en un modelo de sobrecarga de presión de 
insuficiencia cardiaca.

El protocolo ilustrado en el panel A de la Figura 5 se adoptó para ensayar la eficacia de MBP-melusina-TAT en la 60
prevención de la insuficiencia cardiaca. Se sometió a ratones C57Black/N a sobrecarga de presión por bandeo 
quirúrgico de la aorta transversal como se ha descrito previamente (Brancaccio et al., 2003). Solo se seleccionaron 
para tratamiento posterior ratones con un gradiente de presión entre 65 y 90 mm (Figura 5B). Se trató a cuatro 
grupos de 9 ratones cada uno respectivamente con 700 g, 350 g, 175 g de MBP-melusina-TAT por día por ratón 
en 200 l de PBS. Se trató un grupo de control con PBS solamente. El tratamiento se prolongó durante 15 días.65
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Se analizaron la función cardiaca y la morfología por ecocardiografía el día 1 después de cirugía y al final del 
tratamiento. Después se explantaron los corazones y se examinaron al nivel histológico y bioquímico. 15 días 
después del bandeo aórtico los ratones tratados con vehículo (PBS) desarrollaron dilatación del ventrículo izquierdo 
(LVID) (columnas derechas del panel B PBS de la Figura 5). Sin embargo, el tratamiento con MBP-melusina-TAT 
recombinante dio como resultado reducción de la dilatación del ventrículo izquierdo (LVID) (paneles B y C de la 5
Figura 5) y mejora de la función sistólica (Figura 5C). El efecto fue directamente proporcional a la dosis de MBP-
melusina-TAT administrada (B, C). Se realizó análisis de transferencia de Western para evaluar la concentración de 
MBP-melusina-TAT en el corazón explantado. Resulta interesante que la cantidad de proteína presente en el 
corazón 24 horas después del último tratamiento (rombos del panel D) fue directamente proporcional a la actividad 
contráctil (panel D; % de EF cuadrados y % de FS triángulos).10

Ejemplos

Ejemplo I - Preparación de construcciones de pMAL y producción y purificación de proteínas recombinantes.
15

El ADNc de melusina humana completo (SEC ID Nº: 1) se clonó en plásmido pMal-C2 (New England Biolabs) (figura 
1a) en sitios de restricción EcoRI y SalI. Se insertó un oligonucleótido 
(TACGGCCGCAAGAAACGCCGCCAGCGCCGCCGC - SEC ID Nº: 2) que codificaba 11 aminoácidos 
(YGRKKRRQRRR - SEC ID Nº: 3) de la proteína TAT del virus VIH al comienzo de la secuencia de aminoácidos de 
melusina o al final de la secuencia de aminoácidos de melusina (Figura 1 A, B). Se insertó un segundo 20
oligonucleótido bicatenario (GAAAACCTGTACTTCCAGGGG - SEC ID Nº: 4) que codifica el sitio de escisión 
(ENLYFQG - SEC ID Nº: 5) de la proteasa TEV, una proteasa altamente específica de sitio del Virus del Grabado del 
Tabaco, entre las secuencias de proteína de unión a maltosa (SEC ID Nº: 6) y codificante de melusina (SEC ID Nº: 
1).

25
Las construcciones (las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de la que se exponen en SEC ID Nº: 7 a 10, y se 
muestran en las Figuras 1A y 1B) descritas anteriormente se transformaron en E. coli BL21 y se desencadenó la 
síntesis proteica añadiendo IPTG. En particular se sembraron células en placas LB que contenían ampicilina y se 
incubaron durante una noche a 37 ºC. Se inocularon colonias en cultivo de LB-Amp y se cultivaron durante una 
noche a 37 ºC. Los cultivos de una noche se diluyeron 1:100 con medio LB-Amp precalentado y se cultivaron a 37 30
ºC hasta una DO600 de 0,5-0,6. Se indujo expresión proteica con la adición de isopropiltiogalactósido 0,1 mM (IPTG; 
Sigma, St. Louis, MO) durante 4 horas. Las células se centrifugaron y resuspendieron en tampón en columna (Tris-
HCl 20 mM pH 7,4, NaCl 0,2 M, ZnCl2 1 M) más coctel de inhibidor de proteasa (Complete - Roche) y después se 
congeló a -80 ºC. Las células bacterianas se descongelaron y se sonicaron 6 veces durante 10 segundos en hielo. El 
extracto celular se clarificó por centrifugación y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo.35

Se realizó purificación de las proteínas de fusión-MBP por cromatografía de afinidad en perlas de amilosa/agarosa 
seguido de elución con maltosa de acuerdo con las instrucciones del fabricante (New England Biolabs). El contenido 
proteico en las fracciones eluidas se determinó con ensayo de Bradford y la calidad proteica se evaluó por SDS-
PAGE seguido de tinción con azul de coomassie (figura 1D).40

La proteína de fusión tiene un peso molecular de 75 kd y su identidad se confirmó por transferencia de western tanto 
con anticuerpos de melusina como con anticuerpos de proteína de unión a maltosa. El grado de pureza en este 
estadio fue del 90 % como se determina por tinción de azul de Coomassie seguido de densitometría.

45
El perfil cromatográfico de la proteína MBP-TAT-melusina (panel derecho de la figura 1D) era de forma reproducible 
más heterogéneo con un número de bandas con peso molecular inferior al de la proteína intacta indicativo de 
degradación e inestabilidad de proteínas. Por otro lado la proteína de fusión que codifica la MBP-melusina-TAT 
generó una molécula mucho más estable con solamente una proporción menor de productos de degradación (panel 
izquierdo de la figura 1D).50

Ejemplo II - Purificación proteica por intercambio iónico y retirada de LPS.

La proteína se dializó frente a Tris-HCl 25 mM pH 7,5 a 4 ºC durante una noche y después se cargó en una columna 
de HPLC de intercambio iónico Resource Q de 6 ml (GE HelthCare) suficiente para aproximadamente 30-40 mg de 55
proteína.

Después de lavar con Tris-HCl 25 mM pH 7,5, se eluyó la proteína unida con un gradiente de Tris-HCl 25 mM pH 7,5 
a Tris-HCl 25 mM pH 7,5 más NaCl 1 M. La proteína eluye a NaCl 140 mM (figura 1E). La proteína se dializa 
después frente a PBS estéril y se concentra a 1 mg/ml o más por centrifugación Centricon para inyección animal.60

Ejemplo III - Ensayo para penetración celular de proteínas de fusión.

Para investigar la capacidad de la proteína MBP-Melusina recombinante para entrar en células eucariotas los 
inventores trataron células COS con 50 g/ml de MBP-melusina-TAT recombinante y otra muestra celular con MBP-65
melusina como control durante 2 horas. Se retiró el medio de cultivo y después de lavados repetidos con PBS, se 
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fijaron las células con paraformaldehído y se permeabilizaron con Triton X100 0,1 % en PBS. Las células se 
incubaron después con anticuerpos monoclonales de ratón 5E1 para MELUSINA humana (MAB-10333, 
Immunological Science www.immunologicalsciences.com) (10 g/ml durante 1 hora) seguido de inmunoglobulina 
secundaria anti ratón marcada con RITC para evaluar la localización subcelular de las proteínas recombinantes. La 
Figura 2 muestra células COS tratadas durante 2 horas con 50 g/ml de MBP-melusina-TAT recombinante y se 5
analizaron con microscopía confocal en planos focales dentro del citoplasma como puede visualizarse por la 
presencia de núcleos teñidos con colorante de Hoechst. La MBP-melusina-TAT está claramente en el citoplasma 
principalmente concentrada en estructuras de tipo punto lo que sugiere una captación mediada por endocitosis. Por 
el contrario MBP-melusina sin la secuencia de TAT no era detectable dentro de las células lo que demuestra la 
eficacia del dominio de transducción en el suministro de la proteína recombinante dentro de la célula. Resulta 10
interesante que la proteína de fusión que contiene la secuencia TAT en melusina N terminal (MBP-TAT-melusina) 
era significativamente menos eficaz para entrar en membranas celulares (Figura 2). Por esta razón los inventores 
eligieron la MBP-melusina-TAT para los siguientes experimentos.

Ejemplo IV - Ensayo de toxicidad celular.15

Para ensayar la citotoxicidad del tratamiento con la MBP-melusina-TAT los inventores sembraron 50.000 células 
COS/pocillo en placas de 6 pocillos. Las células se trataron con 50 g/ml de la MBP-melusina-TAT recombinante 
durante 0, 1, 2, 3, 4, 5 días y después se analizaron con respecto a su capacidad de proliferación y se compararon 
con células no tratadas. Las células se fijaron en PFA 4 %, se tiñeron con solución de violeta cristal y el colorante se 20
recuperó y se sometió a cuantificación espectrofotométrica. Los resultados de los inventores demostraron que las 
curvas de proliferación obtenidas para células COS tratadas con MBP-melusina-TAT no fueron significativamente 
diferentes de las obtenidas para células no tratadas (figura 2B). Este experimento demuestra que la captación del 
medio de cultivo de la proteína MBP-melusina-TAT no tiene un efecto de citotoxicidad en células en cultivo.

25
Ejemplo V - Estudios farmacocinéticos in vivo

Para establecer la semivida de la proteína en circulación se realizaron estudios farmacocinéticos in vivo tanto en 
ratas como en ratones por administración intravenosa e intraperitoneal de la proteína. Se usó el siguiente protocolo 
para administración intravenosa en ratas:30

Se insertaron cánulas en tres ratas Wistar en la vena yugular y se infundieron 2,6 mg/kg de rata de MBP-
Melusina-TAT purificada. Se recogió sangre en EDTA como anticoagulante en los siguientes puntos temporales: 
5 - 15 - 30 minutos; 1 - 2 - 4 - 6 - 8 - 24 horas después de la inyección. La concentración de proteína MBP-
Melusina-TAT en plasma se evaluó tanto por ensayo de ELISA como por Transferencia de Western.35

Para evaluar la semivida de la proteína después de administración intraperitoneal se usó el siguiente protocolo: se 
inyectaron 5 mg/kg de MBP-Melusina-TAT en cada ratón. La sangre estaba en EDTA como anticoagulante en los 
siguientes puntos temporales: 0 - 0,25 - 0,5 - 1 - 2 - 4 - 6 - 8 horas. Se usaron cuatro ratones/cada punto. Se obtuvo 
evaluación de la concentración de proteína MBP-Melusina-TAT en plasma con ensayo de ELISA.40

Los resultados indicaron que la proteína MBP-Melusina-TAT recombinante purificada tiene una semivida de 2 horas 
tanto cuando se administra por vía intravenosa como por vía intraperitoneal (Figura 3A y C). Además la proteína es 
estable en circulación como se detecta por análisis de peso molecular por transferencia de western de muestras 
sanguíneas (figura 3B, transferencia de western en el corazón).45

Ejemplo VI - Biodistribución de MBP-Melusina-TAT

Para evaluar la distribución de la proteína MBP-Melusina-TAT recombinante in vivo, se inyectó a los ratones IP 5 
mg/kg cada 4 horas tres veces alcanzando una C máx Plasmática de 50 g/ml y una C mín de 10 g/ml para un 50
tiempo de exposición total de 12 horas. Se usó la MBP-melusina sin TAT (MM) como control. Después los ratones 
se sacrificaron y se recogió sangre en anticoagulante. Después de perfusión con PBS en el ventrículo izquierdo para 
retirar sangre en circulación se recogieron diferentes órganos y se prepararon extractos proteicos con tampón de 
TBS de Triton X100 0,5 % para cuantificar MBP-Melusina-TAT por Transferencia de Western con anticuerpo 
monoclonal de melusina (www.immunologicalsciences.com MAB-10333). Como se muestra en la figura 3D E, puede 55
detectarse MBP-Melusina-TAT (MMT), pero no MBP-Melusina sin TAT (MM), en el corazón y en otros órganos 12 
horas después de la inyección.

Ejemplo VII – La MBP-MELUSINA-TAT recombinante está farmacológicamente activa en ratones e induce
remodelación cardiaca concéntrica con capacidad de contracción aumentada.60

Para ensayar la actividad funcional in vivo de la melusina recombinante, se trataron ratones durante 7 días con 1 
mg/día/ratón de MBP-Melusina-TAT administrada por inyección intraperitoneal. Para evaluar la morfología y función 
cardiaca los ratones se sometieron a ecocardiografía con aparato VEVO 770 de alta resolución equipado con la 
sonda cardiaca 707B. Cada animal se examinó tanto antes como después del tratamiento para comparar 65
directamente la respuesta funcional. Como se muestra en la figura 4, los ratones tratados con MBP-Melusina-TAT 
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redujeron el diámetro de la cámara del ventrículo izquierdo (LVIDd) acompañado de capacidad de contracción 
aumentada como se mide por acortamiento fraccional (% de FS). No se observó ningún efecto en ratones a los que 
se inyectó solamente vehículo (PBS). Estas características, típicas de la remodelación concéntrica (RWT), 
demuestran la actividad farmacológica de la proteína recombinante in vivo (Figura 4).

5
Ejemplo VIII - El tratamiento con melusina recombinante da como resultado mejora de la función de LV en un 
modelo de insuficiencia cardiaca inducida por sobrecarga de presión.

La eficacia terapéutica de MBP-Melusina-TAT se demostró en un modelo de ratón de insuficiencia cardiaca inducida 
por sobrecarga de presión. Se seleccionaron ratones C57Black/N para estos estudios basándose en su alta 10
susceptibilidad a desarrollar dilatación del ventrículo izquierdo en respuesta a sobrecarga de presión inducida por 
bandeo quirúrgico de la aorta transversal. Tras un gradiente de presión medio de 80 mm, estos ratones desarrollan 
cardiomiopatía dilatada en un periodo de 15 días. Esta cepa de ratón representa, por lo tanto, un modelo muy bueno 
por dos razones principales: 1- la alta susceptibilidad a cardiomiopatía dilatada permite ensayar la eficacia de un 
agente terapéutico en condiciones muy rigurosas; 2- la rápida evolución a insuficiencia cardiaca permite evaluar la 15
eficacia del tratamiento en un tiempo mucho más corto en comparación con cepas de ratones convencionales que 
desarrollan dilatación del ventrículo izquierdo en 8-12 semanas (De Acetis et al., 2005). Los ratones que se 
sometieron a ligamiento quirúrgico de la aorta transversal y el grado de bandeo se controló 24 horas después por 
análisis de eco-Doppler. Solamente se seleccionaron para tratamiento ratones con un gradiente de presión entre 65
y 90 mm. Se trató a cuatro grupos de 9 ratones cada uno respectivamente con 700 g, 350 g, 175 g de MBP-20
melusina-TAT por día por ratón en 200 l de PBS. Se trató un grupo de control con PBS solamente. El tratamiento 
se prolongó durante 15 días. Se analizó la función y morfología cardiaca el día 1 después de la cirugía y al final del 
tratamiento. Después los corazones se explantaron y se examinaron al nivel histológico y bioquímico. La Figura 5 A 
ilustra el protocolo usado.

25
Los ratones tratados mostraron una clara mejora de la función sistólica como se mide por fracción de eyección así 
como nivel reducido de dilatación del ventrículo izquierdo (Figura 5B, C). El efecto fue directamente proporcional a la 
dosis de melusina administrada. Se realizó análisis de transferencia de Western para evaluar la concentración de 
MBP-melusina-TAT en el corazón explantado. Como se muestra en la figura 5D, la cantidad de proteína presente en 
el corazón 24 horas después del último tratamiento varió ligeramente entre ratones y fue directamente proporcional a 30
la actividad contráctil. Todos juntos estos datos demuestran que la melusina recombinante administrada IP es 
terapéuticamente activa en un modelo de ratón de insuficiencia cardiaca de sobrecarga de presión.

Naturalmente, aunque el principio de la invención sigue siendo el mismo, los detalles de construcción y las 
realizaciones pueden variar ampliamente con respecto a lo que se ha descrito y se ha ilustrado únicamente como 35
ejemplo, sin alejarse del alcance de la presente invención.
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<223> MBP-TAT-MELUSINA10

<400> 7
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<210> 8 
<211> 750 
<212> PRT 5
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoácidos de MBP-TAT-MELUSINA

10
<400> 8
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<210> 9 
<211> 2268 
<212> ADN 5
<213> artificial

<220>
<223> construcción de MBP-MELUSINA-TAT 

10
<400> 9
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<210> 10 
<211> 755 
<212> PRT 5
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de aminoácidos de MBP-MELUSINA-TAT 

10
<400> 10
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<210> 11 
<211> 11 
<212> PRT 5
<213> artificial

<220>
<223> péptido TAT de VIH

10
<400> 11

<210> 12 15
<211> 16 
<212> PRT 
<213> artificial

<220>20
<223> Penetratina (pAntp)

<400> 12

25

<210> 13 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> artificial30

<220>

E11165329
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<223> péptido R7 

<400> 13

5

<210> 14 
<211> 30 
<212> PRT 
<213> artificial10

<220>
<223> péptido KALA 

<400> 1415

<210> 15 
<211> 21 20
<212> PRT 
<213> artificial

<220>
<223> Buforina 225

<400> 15

30
<210> 16 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> artificial

35
<220>
<223> MAP

<400> 16
40

<210> 17 
<211> 27 
<212> PRT 45
<213> artificial

<220>
<223> Transportano
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<400> 17

<210> 18 5
<211> 21 
<212> PRT 
<213> artificial

<220>10
<223> Transportano 10

<400> 18

15

<210> 19 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> artificial20

<220>
<223> pVEC

<400> 1925

<210> 20 
<211> 24 30
<212> PRT 
<213> artificial

<220>
<223> péptido MPG35

<400> 20

40
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REIVINDICACIONES

1. Una proteína de fusión de melusina recombinante que tiene in vivo una estabilidad mejorada y una capacidad 
para alcanzar compartimentos intracelulares en comparación con la melusina recombinante codificada por la 
secuencia de nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1, en donde dicha proteína de fusión de melusina 5
recombinante comprende

i) una proteína melusina seleccionada de 

a) una proteína melusina humana que tiene la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de 10
nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1,
b) un homólogo de la misma que tiene al menos un 60 %, preferentemente al menos un 80 %, más 
preferentemente al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos codificada 
por la secuencia de nucleótidos como se define en SEC ID Nº: 1 y que tiene la función de inducción de 
hipertrofia cardiaca de la proteína melusina nativa,15
c) una parte de melusina humana de la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos 
como se define en SEC ID Nº: 1 que tiene la función de inducción de hipertrofia cardiaca de la proteína 
melusina nativa

y ii) un polipéptido que penetra en células en donde dicho polipéptido que penetra en células se selecciona entre: 20
polipéptido Tat de VIH, polilisina, péptidos del homeodominio de antennapedia, las secuencias expuestas en 
SEC ID Nº: 11 a 20.

2. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicho polipéptido 
que penetra en células se conjuga con el extremo C terminal de dicha proteína melusina o parte de la misma.25

3. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, 
en donde dicha proteína melusina o parte de la misma se conjuga por el extremo N terminal con una secuencia 
marcadora.

30
4. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicación 3, en la que dicha secuencia 
marcadora se selecciona entre proteína de unión a maltosa (MBP), glutatión S-transferasa (GST), péptido de 
hexahistidina (HIS), epítopo Flag, epítopo Myc, dominio Ig, proteína estafilocócica A.

5. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para 35
uso como un medicamento.

6. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicación 5 para uso en el tratamiento de 
patologías cardiacas, preferentemente insuficiencia cardiaca y cardiomiopatía.

40
7. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicación 5 para uso en la prevención de 
insuficiencia cardiaca y cardiomiopatía por inducción de hipertrofia cardiaca.

8. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicación 5 para uso en la prevención de 
insuficiencia cardiaca.45

9. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con la reivindicación 5 para uso en la prevención de 
insuficiencia cardiaca en un sujeto que padece sobrecarga de presión.

10. La proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en 50
donde dicha proteína de fusión de melusina recombinante es adecuada para administración parenteral.

11. Construcción de ADN que codifica la proteína de fusión de melusina recombinante de acuerdo con una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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