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DESCRIPCIÓN

Generación de células marcapasos basada en factor de transcripción y métodos de uso de las mismas

Aplicaciones relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/557,812, presentada el 
9 de noviembre.5

Antecedentes

Campo de la invención

Varias realizaciones de la presente solicitud se refieren en general a métodos y composiciones para la generación 
de células marcapasos (por ejemplo, células cardíacas que tienen actividad eléctrica rítmica regular). En particular, 
algunas realizaciones de la invención se refieren a métodos de terapia génica y celular (y composiciones asociadas) 10
para generar células marcapasos que usan Tbx18 o fragmentos funcionales del mismo capaces de convertir células 
quiescentes o células madre en células marcapasos. La invención se define adicionalmente en las reivindicaciones.

Descripción de la técnica relacionada

Durante la cardiogénesis, los cardiomiocitos se especializan para presentar ya sea propiedades ventriculares, 
auriculares o de marcapasos. El nodo sinoauricular (SAN), la región primaria del marcapasos del corazón, es una 15
estructura altamente especializada que contiene menos de 10,000 células marcapasos, que funcionan para iniciar 
contracciones en el SAN. Estas contracciones de SAN se propagan al resto del tejido cardíaco excitable y dan como 
resultado un latido del corazón. Las irregularidades del tejido cardíaco excitable y/o las irregularidades de las células 
marcapasos pueden provocar anomalías en el ritmo cardíaco. Muchas anormalidades cardíacas por lo general 
implican latidos cardíacos irregulares, taquicardia (donde la frecuencia cardíaca es demasiado alta) o bradicardia 20
(donde la frecuencia cardíaca es demasiado lenta). Estas anomalías se conocen colectivamente como arritmias.

Las terapias actuales para arritmias cardíacas por lo general dependen de la terapia farmacéutica, ablación, 
dispositivos de marcapasos electrónicos o combinaciones del mismo. Sin embargo, la utilidad de cada una de estas 
terapias ha tenido un éxito limitado y variable. Si bien los medicamentos antiarrítmicos se recetan y usan 
ampliamente, pueden dar lugar a efectos secundarios sistémicos adversos en ciertas poblaciones de pacientes. 25
Además, muchos fármacos tienen una propensión a provocar nuevos eventos arrítmicos, que pueden conducir a un 
aumento de la morbilidad. La ablación por radiofrecuencia se usa en algunos tratamientos de arritmias. La ablación 
implica la eliminación permanente del tejido identificado como la fuente de, o crítico para, el mantenimiento de las 
arritmias. Si bien este método ha tenido cierto éxito en el tratamiento de la taquicardia por reentrada de los nódulos 
auriculoventriculares, la taquicardia de las vías accesorias y el aleteo auricular, ha encontrado un éxito limitado en el 30
tratamiento de otras arritmias. Por ejemplo, la ablación con catéter tiene menos éxito en el tratamiento de casos más 
complejos, tal como la fibrilación auricular (AF) o la taquicardia ventricular (TV). Además, la ablación con catéter no
es útil en el tratamiento de la bradicardia. Los dispositivos de marcapasos electrónicos pueden mantener la 
frecuencia cardíaca o administrar descargas para interrumpir las taquicardias. Sin embargo, el alto costo de los 
dispositivos y las complicaciones tales como el colapso pulmonar, la hemorragia, las infecciones bacterianas y la 35
falla del conductor/generador u otros tipos de mal funcionamiento representan limitaciones de la tecnología.

Resumen

A la luz de las limitaciones asociadas con las terapias tradicionales para las disfunciones de ritmo cardíaco y 
arritmias, existe una necesidad de métodos y composiciones alternativas que puedan usarse para modular el ritmo 
cardíaco y el ritmo para tratar arritmias cardíacas (variedades simples y complejas), para tratar la insuficiencia 40
cardíaca (como en aplicaciones de resincronización cardíaca de marcapasos electrónicos), y/o para complementar u 
obviar la necesidad de marcapasos de potencia eléctrica.

Actualmente, los marcapasos biológicos por lo general provocan sus efectos a través de la administración génica de 
nucleótidos que transcriben proteínas mutantes de canales iónicos. Por el contrario, varias realizaciones de la 
presente invención operan mediante la administración a células de un polinucleótido que codifica Tbx18, que permite 45
la reprogramación directa de células somáticas a somáticas (por ejemplo, una célula no espaciadora se reprograma 
a una célula marcapasos o se reprograma una célula marcapasos defectuosa a una célula marcapasos funcional). 
De este modo, en varias realizaciones, las células marcapasos se generan sin la expresión de alteración inducida de 
las proteínas del canal iónico. Un aspecto adicional de la invención se define en las reivindicaciones.

Breve descripción de los dibujos50

Las figuras 1A-1B representan la inmunohistoquímica de las células SAN de corazón de rata neonatal (1A) y adulta 
(IB). La SAN está demarcada por cotinción de HCN4 y separada de las aurículas circundantes. Barra de escala: 50 
m.
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Las figuras 2A-2I representan los efectos de la transducción de Tbx18 en miocitos ventriculares de rata neonatal 
(NRVM). La figura 2A representa un aumento significativo en el número de cultivos de NRVM de latido espontáneo. 
Cada "n" representa un pocillo de una placa de 24 pocillos. La figura 2B muestra trazas de potencial de acción 
representativo (AP) de GFP- (2B a la izquierda) y Tbx18-NRVMs (2B a la derecha). La figura 2C representa el 
potencial diastólico máximo (izquierda), se resumen el índice de automaticidad (centro) y el número total de células 5
(derecha) de los transitorios de Ca2+ espontáneamente oscilantes. La figura 2D representa las trazas en bruto de IK1

representativas a la izquierda y las densidades de IK1 resumidas a -140 mV a la derecha. La figura 2E representa la 
inmunotinción de HCN4 (HCN4-blanco, azul de núcleo) en GFP- (izquierda) o Tbx18-NRVMs (centro). Los datos 
resumidos se muestran a la derecha. La figura 2F (izquierda) representa que la transducción de Tbx18 conduce a un 
aumento de 3.8 veces en el número de NVRMs que expresan HCN4, mientras que 2F (derecha) representa un 10
aumento de 1.4 veces en los niveles de proteína HCN4 en Tbx18-NVRMs. La figura 2G representa que las células 
transducidas con Tbx18 presentaron If a una densidad (-5.2 ± 1.3 pA/pF a -140 mV, n = 3) consistente con la 
informada en las células SAN de conejo. Las figuras 2H y 2I representan los cambios de los niveles relativos de 
ARNm de genes seleccionados que comparan Tbx18-NRVMs normalizados con GFP-NRVMs (izquierda) y SAN 
normalizados a LV (derecha). SAN y Tbx18-NRVMs demuestran un patrón similar de niveles de transcripción 15
normalizados.

Las figuras 3A-3J representan los efectos de la expresión de Tbx18 en diversos aspectos de la señalización de 
calcio cardíaco en NRVMs. La figura 3A representa la obtención de imágenes confocales por escáner de línea de 
Tbx18-NRVMs resolvió eventos de liberación de Ca2+ localizados (LCRs) precediendo a cada transitorio de Ca2+ de 
célula entera (n = 8 de 10 células), recapitulando la LCR observada en marcapasos SAN nativas. La figura 3B 20
representa LCRs en células de control. Se observaron ocasionalmente chispas distribuidas al azar. La figura 3C 
representa que las LCRs tuvieron un período promedio del 72±1% de la duración del ciclo. La figura 3D representa 
diagramas espacialmente promediados dF/F0 de cambios en la concentración de Ca2+ que representan un aumento 
de 2,3 veces en los transitorios de Ca2+ inducidos por cafeína (20 mM) en los Tbx18-NRVMs en comparación con los 
controles. La figura 3E representa que los transitorios de Ca2+ espontáneos se suprimieron en 47±6% en superfusión 25
con el bloqueador RyR, rianodina (10 M) en Tbx18-NRVMs en comparación con solo 12±2% de supresión en los 
controles. La figura 3F representa los experimentos de transferencia Western demostrando una disminución en los 
niveles totales de PLB y un aumento en PLB fosforilada (se16) similar a la SAN de rata adulta. La figura 3G indica 
que no se observaron cambios en los niveles de proteína de SERCA2A, NCXI y RyR en los Tbx18-NRVMs en 
comparación con los controles. El nivel relativo de p-PLB (Ser16) fue 65 veces mayor en Tbx18-NRVMs en 30
comparación con GFP-NRVMs (figura 3F, panel izquierdo), imitando el aumento de pPLN encontrado en la SAN en 
comparación con el del miocardio ventricular (figura 3F, panel derecho). Las diferencias en los niveles de proteína de 
SERCA2a, NCX1 y receptor de rianodina (RyR) no fueron detectables entre Thx18 y GFP-NRVMs (figura 3G), lo que 
concuerda con los hallazgos en la SAN de conejo frente al ventrículo izquierdo. La figura 3H representa los datos 
relacionados con los niveles de cAMP intracelular en GFP-NVRMs (barras abiertas) y Tbx18-NVRMs (barras 35
sombreadas). Los niveles intracelulares de cAMP fueron significativamente mayores en Tbx18-NRVMs en 
comparación con GFP-NRVMs, que imita el aumento que se sabe que existe entre la SAN de conejo en 
comparación con el miocardio ventricular. La figura 3I representa los datos relacionados con los transitorios de Ca2+

en los GFP- o Tbx18 NVRMs. La aplicación del inhibidor de PKA (PKI, 15 M) condujo al cese de los transitorios de 
Ca2+ de células enteras espontáneos en Tbx-NRVMs, pero no tuvo efecto sobre las GFP-NRVMs. La figura 3J indica 40
que las LCRs de Tbx18-NRVMs son más largos y anchos que los eventos de liberación de Ca2+ espontáneos de 
GFP-NRVMs, medidos como ancho completo a la mitad de la duración máxima (FWHD, panel izquierdo) y de 
duración completa a la mitad del ancho máximo (FDHW, panel izquierdo) y las amplitudes de las señales de Ca2+

(medidas en unidades arbitrarias de F/Fo, panel derecho) son similares entre los dos grupos.

Las figuras 4A-4C representan datos relacionados con la expresión de diversas proteínas cardíacas, función y 45
expresión del canal después de la transducción de Tbx-18. La figura 4A representa SAN de rata neonatal, 
demarcadas por expresión de HCN4 (centro superior), que presentan expresión de -actinina (-SA) sarcomérica 
más débil y no estructurada (panel superior). Parte inferior izquierda: imagen de acercamiento del área en recuadro 
arriba a la izquierda. La figura 4B indica una reducción del 28% en el área de la célula y una reducción del 33% 
(izquierda y derecha, respectivamente) en la capacitancia de la membrana Tbx18-NRVMs en comparación con el 50
control. La figura 4C: nivel de tri-metilación en H3K27 (izquierda) indica que Tbx18 aumentó la inactividad de los 
promotores Cx43, Kir2.1 y -SA mientras que alivia su presión epigenética represiva sobre el promotor de HCN4 
normalizado para controlar. Los niveles de H3K4me3 (derecha) indican que la relación de las regiones promotoras 
de HCN4 activas aumentó con la expresión de Tbx18 mientras que las regiones promotoras activas 
transcripcionalmente de Cx43, Kir2.1 y a-SA han disminuido con la expresión de Tbx18.55

Las figuras 5A-5H representan investigaciones de genes y marcadores celulares característicos del corazón fetal. 
Los datos apoyan la reingeniería específica inducida por Tbx18 en lugar de la desdiferenciación a un estado 
embrionario/fetal. Las figuras 5A-5B representan la expresión del péptido natriurético auricular (ANP) en NRVM 
inducida por estimulación de 24 horas con endotelina-I (100 nM). La expresión de ANP fue suprimida por la 
expresión de Tbx18 (B, panel inferior) mientras que GFP no tuvo efecto (A, panel inferior). La figura 5C representa la 60
expresión de -actina esquelética (SkA) en Tbx18-NRVMs. La figura 5D representa la expresión de fosfohistona 3 
(H3P, un marcador de células mitóticamente activo) y la incorporación de EdU (un análogo de BrdU, un marcador 
para mitosis y síntesis de ADN naciente) en GFP- y Tbx18-NRVMs (n = 3). Los datos inmunohistoquímicos se 
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muestran en los paneles superiores y los datos de resumen en los paneles inferiores correspondientes. La expresión 
e incorporación de estos marcadores en Tbx18- y GFP-NRVMs es comparable, lo que respalda la conclusión de que 
los Tbx18-NRVMs no se desdiferenciaron a un estado embrionario/fetal. Las figuras 5E y 5G indican la existencia de 
diferencias globales menores entre Tbx18- y GFP-NRVMs en una comparación de la expresión de 84 genes 
relacionados con la remodelación de la cromatina. Las figuras 5F y 5H muestran una comparación similar entre las 5
células iPS y sus fibroblastos originales. 

Las figuras 6A-6B representan datos relacionados con latidos ectópicos ventriculares. La figura 6A indica que la 
expresión focal de Tbx18 en el ápice de corazones de cobayas in vivo creó latidos ventriculares ectópicos (panel 
derecho) en comparación con GFP (panel izquierdo). La figura 6B indica que la tasa de latidos ventriculares 
ectópicos en animales inyectados con Tbx18 el día 3-5 después de la administración de genes es significativamente 10
mayor que el control.

Las figuras 7A - 7D indican que la expresión focal de Tbx18 (7A) en el ápice del corazón de cobaya en in vivo crea 
ritmos ventriculares ectópicos (en comparación con los controles de GFP (7B)). Estos datos también están 
representados en trazas de EKG de animales TBX18 (7C) y controles de GFP (7D).

La figura 8 representa un corazón de cobaya adulto inyectado con Tbx18 donde se aisló un solo miocito cinco días 15
después de la inyección. Las células marcapasos SAN inducidas creadas mediante la reprogramación somática de 
Tbx18 (panel inferior derecho).

Las figuras 9A-9G representan diversas características de los miocitos ventriculares transducidos con Tbx18 y de los 
miocitos ventriculares (VM) de GFP. La figura 9A representa una célula SAN (iSAN) inducida por Tbx18-transducida 
(célula positiva para GFP, fotografías superiores) frente a una célula nativa (parte inferior). La figura 9B representa 20
miocitos de SAN en comparación con Tbx18-VMs y GFP-VMs. Los paneles superiores son imágenes de campo 
luminoso, mientras que los campos inferiores son imágenes fluorescentes. La inmunotinción contra -SA reveló una 
estructura miofibrilar desorganizada en Tbx18-VMs similar a la de los miocitos de SAN nativos. La figura 9C 
representa imágenes de campo luminoso representativas de miocitos SAN vivos aislados recientemente, Tbx18-VM 
(informados por expresión de GFP) y GFP-VMs (paneles superiores) y miocitos fijados e inmunoteñidos (paneles 25
inferiores). La figura 9D representa un análisis de la proporción entre la longitud y el ancho de los miocitos y la 
capacitancia de las células enteras como medidas de la forma y el tamaño de las células a partir de miocitos vivos 
recién aislados. Las Tbx18-VMs son de menor tamaño y tienen forma de huso comparadas con GFP-VMs (n = 53 
para Tbx18-VMs y 80 para GFB-VMs y VMs no transducidas, p <0.01), pero son similares a los miocitos de SAN 
nativos (n = 24). La figura 9E representa los potenciales de acción espontáneos registrados a partir de Tbx18-VMs 30
individuales recién aisladas (n = 5, paneles centrales) usando una técnica de pinzamiento de corriente de parche 
perforado. Estos datos indican que Tbx18 muestra APs robustos y rítmicos con prominente despolarización 
diastólica, similar a los miocitos de SAN nativos (paneles izquierdos). Las mismas grabaciones se expanden en los 
paneles inferiores para mostrar la despolarización diastólica prominente en Tbx18-VMs y miocitos de SAN nativos. 
Los paneles de la derecha representan GFP-VMs que muestran un potencial de membrana en reposo estable y 35
activan un solo potencial de acción solo con la estimulación eléctrica. La figura 9F indica que los parámetros de 
potencial de acción de Tbx18-VMs (n = 5) eran más cercanos a los miocitos de SAN nativos (n = 6) que a los GFP-
VMs (n = 6). La figura 9G representa la relación longitud-ancho de Tbx18-VMs a 1 semana, 3 semanas y 6 semanas, 
en comparación con los miocitos de SAN nativos, GFP-VMs en 1 semana y un control sin virus. 

Las figuras 10A-10D representan datos relacionados con vástagos de las células transducidas con Tbx-18. Las 40
figuras 10A y 10B representan diagramas de dispersión para Tbx18-NVRMs frente a GFP-NVRMs e iPS frente a 
fibroblastos originales (Fibs), respectivamente. La gráfica de dispersión no representa cambios discernibles en los 
niveles de transcripciones relacionados con los vástagos en Tbx18-NRVMs en comparación con el control. Las 
figuras 10C y 10D representan un conjunto de RT-PCR de 84 transcritos de genes relacionados con la identificación, 
crecimiento y diferenciación de células madre.45

La figura 11A representa un esquema de las células derivadas del crecimiento de cuerpos embrioides (EB). La figura 
11B representa un esquema para el crecimiento de EB del cuerpo embrioide (EB). El día 3, los EBs colgantes se 
cultivaron en suspensión. El día 6, los EBs se sembraron en placas de cultivo tisular.

Las figuras 12A-12B representan la expresión endógena de Tbx18 (A) y Tbx3 (B) en relación con células madre 
embrionarias de murino de control (mESCs) durante el crecimiento de EBs.50

La figura 13A representa un programa de tratamiento de células con Shox2. El tratamiento con vectores que portan 
el gen Shox2 se produce en el día tres (en este esquema general), luego dos veces en el día 6. La figura 13B 
representa la expresión endógena de ARNm de Shox2 en diferentes momentos después de la transducción.

La figura 14A representa el porcentaje de EBs de latido que se transdujeron con Shox2 con respecto a un control 
que se trató solo con GFP. La figura 14B representa el número de focos de latidos por EB de latido.55
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La figura 15A representa el aumento en la expresión de ARNm de HCN4 para células tratadas con factores de 
expresión de Shox2 en relación con células tratadas con GFP. La figura 15B representa el análisis de transferencia 
de Western para los puntos de tiempo correspondientes en la figura 15A.

La figura 16 representa la coexpresión de HCN4 con troponina I en cardiomiocitos derivados de mESCs 
transducidos con Shox2 (B) en comparación con los controles de GFP (A).5

La figura 17 representa el ARNm de NCX1 (A) y los niveles de proteína (B) en células transducidas con Shox2 frente 
a un control de GFP en el día 6 + 7 (después de la transducción).

La figura 18 representa el ARNm de NCX1 (A) y los niveles de proteína (B) en células transducidas con Shox2 frente 
a un control de GFP en el día 6 + 14 (después de la transducción).

La figura 19 representa el ARNm de Cx45 (A) y los niveles de proteína (B) en células transducidas por Shox2 frente 10
a un control de GFP en el día 6 + 14 (después de la transducción).

La figura 20 representa el ARNm de Cx43 (A) y los niveles de proteína (B) en células transducidas por Shox2 frente 
a un control de GFP en el día 6 + 14 (después de la transducción).

La figura 21A representa el cambio en el pliegue del ARNm de Cx43 en células transducidas por Shox2 frente a un 
control de GFP. La figura 21B representa el cambio de pliegue del ARNm de Cx45 en células transducidas por 15
Shox2 frente a un control de GFP.

La figura 22 representa la expresión de HCN4 y Cx45 en cardiomiocitos derivados de mESCs transducidos por 
Shox2.

La figura 23A representa que el ARNm de Shox2 endógeno de ratón está regulado positivamente con respecto a la 
transducción de cardiomiocitos derivados de ESC con Shox2 exógeno. La figura 23B muestra que el ARNm de 20
Shox2 humano endógeno está regulado positivamente con respecto a la transducción de cardiomiocitos derivados 
de ESC con Shox2 exógeno.

La figura 24A representa los niveles de ARNm de Tbx18 con respecto a la hidroximetilbilano sintasa (HMBS). La 
figura 24B muestra los niveles de ARNm de Tbx3 en relación con HMBS.

Las figuras 25A-25G indican la automaticidad de novo en respuesta a la regulación autonómica. La figura 25A 25
representa el diseño de la matriz de múltiples electrodos de 6 pocillos (MEA, panel izquierdo) y una imagen 
representativa de los NRVMs cultivados como una monocapa en dicho pocillo. 

La figura 25B representa las tasas de activación promedio registradas a partir de los MEAs que demuestran una 
cronotropía de referencia significativamente más rápida en Tbx18-NRVMs en comparación con la del control. Las 
tasas de activación de Tbx18-NRVMs aumentaron significativamente con la estimulación -adrenérgica al cambiar 30
los medios basales por uno que contenía isoproterenol 1 M (ISO). El desafío colinérgico posterior con acetilcolina 
(ACh) 1 M ralentizó significativamente las tasas de activación de Tbx18-NRVMs. Por el contrario, la cronotropía de 
GFP-NRVMs respondió poco a las entradas autonómicas. La figura 25C representa trazas en bruto representativas 
de un electrodo de un MEA de 6 pocillos sembrado en placas con Tbx18-NRVMs. La figura 25D representa la 
inmunotinción en Tbx18-NRVMs (células GFP+), demostrando una expresión robusta de receptores -adrenérgicos y 35
receptores muscarínicos M2. Las figuras 25E y 25F representan registros electrocardiográficos de un corazón 
perfundido intacto inyectado con Tbx18 en el ápice, in vivo. Como se analiza a continuación, se usan otros sitios de 
administración, dependiendo de la realización. Siete días después de la inyección, el corazón fue cosechado, 
perfundido y extraído por crioablación en la región de la unión AV. La polaridad y morfología de los latidos ectópicos 
(figura 25E, panel izquierdo) es idéntica a la de los latidos estimulados por electrodos en el sitio de la inyección 40
transgénica (figura 25E, panel derecho). Por el contrario, la mayoría de los corazones de control (7/10) mostraron un 
ritmo de escape de unión del QRS estrecho (figura 25F, panel izquierdo), que eran opuestos en polaridad y 
morfología a los de los latidos estimulados por electrodos en el ápice (figura 25F, panel derecho). La figura 25G 
indica la respuesta cronotrópica de corazones inyectados con Tbx18 a entradas autónomas, evaluadas cambiando 
el perfundido (solución de Tyrode normal) a uno que contiene isoproterenol 1 M para la estimulación -adrenérgica 45
seguida por uno que contiene acetilcolina 1 M para la supresión colinérgica. 

Las figuras 26A-26C representan los resultados de la RT-PCR cuantitativa de una sola célula de las Tbx18-VMs a 
largo plazo. Los datos indican automaticidad persistente incluso después de que la expresión de Tbx18 haya 
disminuido. La figura 26A representa los miocitos ventriculares transducidos con Tbx18 ensayados tres días 
después de la transferencia génica in vivo para validar la sensibilidad de la detección de transcritos de células 50
individuales mediante RT-qPCR. Los datos indican que los niveles de transcripción de Tbx18 podrían detectarse de 
manera confiable en un amplio rango desde muy bajo (2.6% de GAPDH, célula 1) a muy alto (168% de GAPDH, 
célula 8). 
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La figura 26B representa los resultados de RT-qPCR de VMs recién aislados de las cobayas 6-8 semanas después 
de la transferencia génica in vivo inicial, lo que indica que los niveles de transcripción de Tbx18 en células de latido 
espontáneo eran ya sea pequeños (células 1 y 2) o insignificantes (células 3 y 4). Un Tbx18-Vm con una señal de 
GFP fuerte (célula 5) presentó una cantidad relativa mayor de Tbx18. La figura 26C representa un control negativo 
(los VMs que expresan GFP solo se analizaron para Tbx18). 5

Las figuras 27A y 27B representan secciones histológicas de un corazón de cobaya inyectado con Tbx18, indicando 
una transducción fuerte y focal de Tbx18 en la región de inyección.

Las figuras 28A y 28B representan la colocación de los electrodos para registros de ECG de corazón completo 
intactos ex vivo. El corazón fue retrógrado-perfundido a través de la aorta a 60 mmHg con solución de Tyrode 
oxigenada a 36 °C. El corazón perfundido se colocó en un plato recubierto de Sylgard lleno de solución de Tyrode 10
caliente. Los electrodos del ECG se colocaron en sitios apropiados para hacer el registro de los electrodos I y II. 

Las figuras 29A-29C representan los electrocardiogramas de corazones inyectados con Tbx18 de tres a cuatro 
semanas después de la transferencia del gen. La figura 29A indica un ritmo idioventricular ectópico a 165±14 bpm (n 
= 3/3). La figura 29B representa electrocardiogramas lo que concuerda con el ritmo biológico del sitio de inyección 
de Tbx18. La figura 29C indica que los corazones respondieron a la regulación autonómica de una manera similar a 15
los corazones inyectados con Tbx18 a corto plazo (figura 25G).

Las figuras 30A y 30B representan los resultados de la PCR en tiempo real para examinar los niveles de ARNm de 
Tbx18 en miocitos individuales. Las curvas estándar para cada uno de los 3 conjuntos de cebadores se construyeron 
con diluciones seriadas de plantillas de ADN de entrada y eficacias de amplificación comparables validadas 
(pendientes de la curva: -3.32 a -3.64). Los niveles relativos de ARNm de Tbx18 humano, GAPDH de cobaya y 20
TnnT2 de cobaya se obtuvieron mediante la extrapolación de los valores de Ct con las pendientes de la curva 
estándar para cada conjunto de cebadores. La cantidad de ARNm de Tbx18 en cada célula se normalizó entonces a 
nivel de GAPDH o TnnT2.

Descripción detallada

Antecedentes25

Anormalidades del tejido excitable

Las arritmias cardíacas pertenecen a un grupo heterogéneo de afecciones en las que existe una actividad eléctrica 
anormal en el corazón. Como resultado de una arritmia, la frecuencia cardíaca puede ser demasiado rápida, 
demasiado lenta y/o regular o irregular. La actividad eléctrica normal en el corazón es el resultado de un impulso 
eléctrico que se origina en la aurícula derecha del corazón, en particular el nodo sinusal (también denominado nodo 30
sinoauricular, nodo SA y/o SAN). Este impulso induce la contracción de ambas aurículas. El impulso luego pasa a 
través del nódulo auriculoventricular (o AV) y a través de ambos ventrículos a través de las fibras de haz de His y 
Purkinje. El resultado es una contracción sincronizada del músculo cardíaco, y de este modo, flujo sanguíneo. Las 
frecuencias cardíacas adultas normales oscilan entre 60 y 80 latidos por minuto, mientras que la frecuencia cardíaca 
en reposo en los niños suele ser mucho más rápida.35

Las bradicardias (HR de <60 bpm) tienen múltiples etiologías posibles, a saber, señales ralentizadas del nodo 
sinusal (bradicardia sinusal), pausas en la actividad normal del nodo sinusal (paro sinusal), o bloqueos del impulso 
eléctrico de la aurícula a los ventrículos (bloqueo AV). Las taquicardias (HR en reposo de > 100 bpm) pueden causar 
meras palpitaciones (un sujeto se vuelve anormalmente consciente de su ritmo cardíaco) y pueden ser simplemente 
el resultado de la estimulación simpática del sistema nervioso central del nodo sinusal (conocida como taquicardia 40
sinusal), por ejemplo, durante el ejercicio o estrés físico. La taquicardia que no es una taquicardia sinusal puede ser 
el resultado de impulsos anormales además del ciclo cardíaco normal. Los impulsos anormales pueden comenzar 
por uno de tres mecanismos: automaticidad, reentrada o actividad desencadenada.

Ciertos tejidos cardíacos son capaces de iniciar un impulso eléctrico por sí mismos, que se conoce como 
automaticidad. Normalmente, tales células automáticas están ubicadas en el sistema de conducción del corazón 45
(nodo SA, nodo AV, paquete de fibras de haz de His y de Purkinje). El nódulo sinoauricular es una única ubicación 
especializada en la aurícula que tiene una automaticidad más alta (un marcapasos más rápido) que el resto del 
corazón, y, por lo tanto, habitualmente es responsable de establecer la frecuencia cardíaca e iniciar cada latido 
cardiaco.

Las arritmias de reingreso se producen cuando un impulso eléctrico circula de forma recurrente a través de una 50
región pequeña del corazón, en lugar de propagarse desde las aurículas a los ventrículos. Si la conducción es 
anormalmente lenta en algunas áreas del corazón, por ejemplo, debido a tejido cardiaco dañado o enfermo, los 
tiempos de propagación de los impulsos variarán, y ciertos impulsos pueden potencialmente tratarse como un 
impulso completamente nuevo. Tal propagación de impulsos inconexos puede producir ritmos de circuito anormales 
sostenidos, que son responsables del aleteo auricular, la mayoría de las taquicardias supraventriculares paroxísticas 55
y la taquicardia ventricular peligrosa.
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Cuando una cámara completa del corazón tiene múltiples circuitos de reentrada, se considera que la cámara está en 
fibrilación y se estremece debido a la estimulación eléctrica caótica, en lugar de contraerse y administrarse sangre 
suavemente. La falta de sangre suave y sostenida y la contracción caótica pueden provocar shock cardiogénico, 
interrupción de la circulación sanguínea eficaz y muerte súbita cardíaca. La fibrilación puede afectar la aurícula 
(fibrilación auricular) o el ventrículo (fibrilación ventricular); la fibrilación ventricular es inminentemente mortal.5

Tratamientos convencionales para anormalidades de tejido excitable

Los tratamientos de arritmia tradicionales incluyen terapia farmacológica, marcapasos electrónicos, desfibriladores 
cardioversores implantables (ICDs), ablación y combinaciones de los mismos. Si bien estos tratamientos 
tradicionales se han usado en el pasado para tratar diversos tipos de arritmias cardíacas, estos enfoques tienen 
varias deficiencias. Los marcapasos implantados y los ICDs pueden causar complicaciones a causa de la 10
implantación del dispositivo, el mal funcionamiento o la infección del hardware. Las terapias farmacológicas pueden 
no tolerarse bien en algunos pacientes y tienen la capacidad de inducir arritmias adicionales durante el tratamiento. 
De este modo, existe una necesidad de alternativas o suplementos a terapias farmacológicas y dispositivos 
implantables para modular la contractilidad y/o la conductancia cardíaca.

Existen diversos enfoques para la generación de marcapasos biológicos que son distintos de los descritos en este 15
documento, ya que varios de tales métodos emplean la administración de canales iónicos, o subunidades de canales 
iónicos a células cardíacas. En particular, se han investigado los canales de iones negativos dominantes (o 
subunidades del mismo). En general, como resultado de la expresión de un canal de iones negativo dominante en 
las células cardíacas, se altera la corriente iónica a través de la membrana celular, lo que da como resultado una 
activación de tipo marcapasos en estas células. Tales métodos por lo general se basan en la entrega de genes que 20
manipulan eficazmente la función de las células tratadas al alterar la capacidad de la célula con respecto a la 
conducción de ciertos iones. En otras palabras, tales enfoques por lo general toman la célula existente, y aumentan 
o alteran sus estructuras existentes (por ejemplo, canales iónicos) para cambiar su función.

En contraste, varias realizaciones de la invención dan como resultado células quiescentes que se reprograman para 
convertirse en células biológicas de marcapasos. Varias realizaciones de la invención son particularmente 25
ventajosas debido a que la reprogramación de células en reposo convierte las células a su estado natural, en lugar 
de tratar células con secuencias genéticas que no existían naturalmente en la composición celular. Por ejemplo, 
varias realizaciones son ventajosas porque la reprogramación de las células quiescentes con Tbx8 o fragmentos 
funcionales de las mismas capaces de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos (por 
ejemplo, no con canales iónicos) reduce el riesgo de anormalidades inducidas en la célula reprogramada. En 30
algunas realizaciones, los factores de transcripción son menos voluminosos (por ejemplo, se pueden usar 
secuencias genéticas más pequeñas) lo que reduce las complicaciones logísticas y abre opciones de administración 
adicionales. Algunas realizaciones de la invención son particularmente beneficiosas porque, al convertir una célula 
en un estado de marcapasos natural (o nativo), esa célula tendrá una mayor probabilidad de éxito en generar y 
mantener un ritmo de marcapasos apropiado con posibilidades reducidas de efectos secundarios que pueden ocurrir 35
con otros enfoques (por ejemplo, inducción de arritmias debido al tratamiento en sí mismo). Además, varias 
realizaciones de la invención son beneficiosas porque reducen la necesidad de "ajustar" el efecto deseado (por 
ejemplo, requerir una dosis o número de tratamientos mayor para lograr un resultado particular) como la conversión 
de las células a un estado de marcapasos natural permite que las células operen a frecuencias naturalmente 
definidas y, por lo tanto, equilibradas. Como resultado, varias realizaciones de los métodos requieren menos 40
administraciones (o dosis) de las composiciones con el fin de lograr la conversión de un número suficiente de células 
para generar un nuevo marcapasos en el corazón. De este modo, en varias realizaciones, los métodos descritos en 
este documento pueden ser menos invasivos para un paciente, requiriendo menos procedimientos de 
administración, con lo que presentan menos riesgos para el paciente y disminuyen la morbilidad debido a la terapia 
en sí misma.45

Además, varias realizaciones de los métodos descritos en este documento son ventajosas porque no dependen de 
la modificación (por secuencias "no nativas") de unidades funcionales complejas existentes de células cardíacas (por 
ejemplo, los canales iónicos), más bien, la conversión de las células a un estado de marcapasos da como resultado 
la generación de un complemento completo de canales de marcapasos endógenos funcionales. El requerimiento 
reducido de modificación de los canales existentes reduce la probabilidad de que se produzcan resultados adversos 50
(por ejemplo, formación errónea de canales o formación de canales que producen un mayor o menor impacto en la 
función de lo previsto).

Adicionalmente, varias realizaciones reducen ventajosamente el riesgo de efectos secundarios no deseados debido 
a la actividad eléctrica desequilibrada en las células, ya que las células convertidas en marcapasos mediante los 
métodos de la presente invención tienen un complemento completo y funcionalmente equilibrado de corrientes 55
iónicas (y por lo tanto actividad eléctrica), en lugar de que las células hayan tenido una sola corriente que haya sido 
manipulada exógenamente.

Como se describe en este documento, la administración de factores de transcripción implicados en el desarrollo 
natural temprano de células marcapasos (cuya expresión se reduce después de que se completa el desarrollo) 
puede reprogramar inesperadamente células que no son marcapasos en células marcapasos. Estos enfoques son 60
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inesperados porque la visión general de las células cardíacas es que están diferenciadas terminalmente (por 
ejemplo, una vez que una célula contráctil, siempre una célula contráctil). Sin embargo, varias realizaciones de los 
presentes métodos permiten la reprogramación de estas células, sin alteración exógena directa de sus canales 
iónicos. De este modo, en lugar de manipular las unidades funcionales (canales iónicos) de las células que no son 
marcapasos, varias realizaciones de los métodos descritos en este documento cambian el destino funcional y la 5
identidad funcional de las células en las células marcapasos. Como tal, varias realizaciones de los métodos y 
composiciones descritos en este documento dan como resultado la generación de un marcapasos biológico 
reprogramado, que disminuye u obvia la necesidad de tales terapias farmacológicas tradicionales, ablación o 
marcapasos artificiales.

Factores de transcripción para generar marcapasos biológicos10

El uso de marcapasos biológicos basados en factores de transcripción reduce y/u obvia la necesidad de terapias de 
arritmia tradicionales. En varias realizaciones, la generación de un marcapasos biológico se usa para complementar 
las terapias tradicionales para bradicardias u otras arritmias. En varias realizaciones, la generación de un 
marcapasos biológico reduce la dependencia (por ejemplo, los pacientes se apartan gradualmente) de las terapias 
tradicionales. En varias realizaciones, las arritmias cardíacas se tratan generando un marcapasos biológico que 15
impulsa el corazón a un ritmo normal o sustancialmente normal que no era posible cuando un sujeto no se trataba o 
cuando se trataba con una terapia no biológica (por ejemplo, terapia de marcapasos electrónica o farmacéutica) En 
varias realizaciones, la generación de un marcapasos biológico se usa como una terapia puente (por ejemplo, para 
pacientes con daño cardíaco suficiente para necesitar un trasplante).

En varias realizaciones, la generación de un marcapasos biológico comprende inducir la conversión de células 20
cardíacas quiescentes en células marcapasos mediante la transferencia de Tbx8 o fragmentos funcionales de los 
mismos capaces de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos en células (puede 
producirse una transferencia, por ejemplo, mediante el uso de técnicas de administración de genes usadas para 
administrar polinucleótidos que codifican uno o más de Tbx8 o fragmentos funcionales del mismo capaces de 
convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos). Como se usa en este documento, el término 25
"células cardíacas quiescentes" tendrá su significado ordinario y también se referirá a células cardíacas que 
presentan ninguna, poca o una tasa de activación inapropiada y/o las células cardíacas no son espontáneamente 
activas. Se apreciará que la identificación de células cardíacas quiescentes depende, en algunos casos, del tipo de 
célula al que se dirige. Por ejemplo, el miocardio ventricular y/o auricular normalmente responde a las señales 
eléctricas generadas por las células marcapasos y, de este modo, por lo general tiene tasas de activación 30
espontánea más bajas en comparación con las células marcapasos normales. De este modo, si se dirigen a las 
células quiescentes ventriculares y/o auriculares del miocardio que tienen poca tasa de activación, en algunos 
casos, las células tienen menos de aproximadamente 20%, menos de aproximadamente 15% o menos de 
aproximadamente 10% de la activación espontánea en comparación con células marcapasos normales 
Alternativamente, ciertos aspectos descritos en este documento se dirigen a una región (o regiones) que no funciona 35
bien del sistema de conducción del corazón. Por ejemplo, en varios casos se dirige una región que no funcionan 
bien del nodo sinoauricular, por ejemplo, en el síndrome del seno enfermo. En casos adicionales, el nódulo 
auriculoventricular (AV) está dirigido, por ejemplo, en pacientes que tienen bloqueo AV. En casos aún adicionales, 
las rutas de conducción secundarias del corazón (por ejemplo, el sistema His-Purkinje y/o el haz DE His) están 
dirigidas. En tales tejidos que normalmente presentan actividad eléctrica repetitiva espontánea, las células 40
quiescentes son aquellas que activan a un ritmo reducido en comparación con una célula normal en esa región del 
corazón, siendo dicha tasa reducida insuficiente para mantener una tasa de activación cardiaca y/o salida cardiaca 
apropiada. De este modo, las células quiescentes, en algunos casos, se reconocen como aquellas células que, si 
son responsables de controlar la actividad eléctrica del corazón, lo harían a un nivel de activación eléctrica que es 
insuficiente para mantener un flujo sanguíneo apropiado en todo el sistema cardiovascular (por ejemplo, aquellas 45
células que activan a una tasa hemodinámicamente no sostenible).

Se describe en este documento la generación de un marcapasos biológico a partir de la administración de factores 
de transcripción a tejido cardiaco in vivo, dando como resultado la conversión de cardiomiocitos quiescentes, células 
madre cardíacas endógenas, o combinaciones de las mismas, a células marcapasos. En algunos casos, la 
generación de un marcapasos biológico se realiza mediante la administración de factores de transcripción in vitro 50
que da como resultado la conversión de células somáticas cultivadas, cardiomiocitos, células madre (incluidas 
células madre embrionarias, pluripotentes inducidas, pluripotentes, multipotentes, unipotentes y/o adultas), o 
combinaciones de las mismas a las células marcapasos. En varios casos, estas células marcapasos generadas se 
pueden implantar posteriormente in vivo para tratar anomalías del ritmo cardíaco.

Se describe en este documento también la conversión de células somáticas, cardiomiocitos y/o células madre en 55
células marcapasos usando factores de transcripción que son reguladores del desarrollo del nodo sinoauricular 
embrionario (SAN). Los factores de transcripción potenciales que regulan el desarrollo embrionario de SAN incluyen, 
pero no están limitados a: Tbx18, Shox2, Tbx3 y/o Tbx5. Tbx18 es un factor de transcripción que se requiere para el 
desarrollo embrionario del área de la cabeza de la SAN, pero, como se analiza con más detalle a continuación, por 
lo general no se detecta por nacimiento y permanece indetectable en la edad adulta (figura 1). Shox2 es un 60
regulador negativo de Nkx2.5 en el seno venoso. Esta proteína es crítica para la diferenciación de tejidos. Además, 
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los embriones de ratón y pez cebra deficientes en Shox2 muestran bradicardia. Tbx3 es un potente regulador de la 
especialización SAN, con errores de desarrollo resultantes de ya sea deficiencia o expresión ectópica. Tbx5, que 
muestra una correlación inversa entre su dosificación y la morfogénesis cardíaca anormal en el síndrome de Holt-
Oram, es un regulador positivo de Shox2 y Tbx3.

Como se describió anteriormente, varios aspectos de la generación de marcapasos biológico se basan en la terapia 5
in vivo. En varios casos, Shox2, Tbx18 o combinaciones de los mismos se administran in vivo para inducir actividad 
de marcapasos ectópico en células somáticas no marcapasos, cardiomiocitos, células madre endógenas o 
combinaciones de las tres. En varios casos, otras combinaciones de factores de transcripción que regulan SAN (o 
factores de transcripción que se relacionan con el desarrollo cardíaco, pero no específicamente la regulación de 
SAN) se pueden usar con o sin Shox2 y Tbx18, o Shox2 y Tbx18 individualmente para convertir células in vivo a 10
células marcapasos. Esos otros factores de transcripción incluyen, pero no están limitados a Tbx3 y Tbx5. Las 
secuencias para Tbx3, Tbx5, Tbx18, Shox2 y sus variantes se muestran en el apéndice A, B, C y D, 
respectivamente.

En varios casos, Tbx18, Shox2 o una combinación de Tbx-18 y Shox2 se administran a cardiomiocitos o células 
madre in vitro, lo que, como se analiza a continuación, produce células marcapasos cultivadas. Estas células se 15
pueden administrar posteriormente a pacientes como una terapia celular para generaciones de marcapasos 
biológicos. En varios casos, la administración comprende la administración directa de las células al corazón de un 
sujeto (por ejemplo, inyección). Otras rutas de administración se describen en este documento. Por ejemplo, en 
algunos casos, se emplea administración basada en catéter. En otros casos, las células marcapasos generadas se 
incorporan a una matriz, injerto u otro biomaterial que ayuda a la retención celular en un sitio diana dentro del 20
corazón. Las células usadas para la generación in vitro de marcapasos biológicos, en algunos casos, se recogen del 
tejido sano del paciente en el que se van a trasplantar (por ejemplo, un trasplante autólogo de células marcapasos 
inducidas). Entonces estas células se pueden convertir en células marcapasos por factores de transcripción in vitro y 
se pueden reinsertar en el mismo paciente para el tratamiento de arritmias. En otros casos, se realiza un trasplante 
alogénico de células marcapasos inducidas (por ejemplo, las células se recogen de un primer sujeto, se cultivan in 25
vitro, se ponen en contacto con uno o más de los factores de transcripción descritos en este documento y luego se 
trasplantan a un segundo sujeto). En varios casos, se usan otros factores de transcripción que regulan SAN o 
combinaciones de tales factores de transcripción (por ejemplo, factores de transcripción además o en lugar de 
Tbx18, Shox2 y/o Tbx-18 + Shox2) para convertir células in vitro en células marcapasos. Esos otros factores de 
transcripción incluyen, pero no están limitados a Tbx3 y Tbx5.30

Los pacientes que tienen anormalidades de tejido excitable que se pueden tratar con los métodos descritos en este 
documento incluyen mamíferos y en particular humanos. Los pacientes incluyen aquellos que padecen o han sido 
diagnosticados con una o más de las afecciones cardíacas descritas en este documento u otras afecciones 
conocidas en la técnica que afectan la actividad cardíaca, la conductividad, el ritmo y similares.

Vectores de entrega de genes35

En este documento se describe la reprogramación de cardiomiocitos realizada usando la entrega de genes como un 
medio para administrar material genético exógeno a células somáticas, cardiomiocitos, células madre, o 
combinaciones de las mismas. En varios aspectos, los polinucleótidos se administran en un sistema de 
administración de ácido nucleico. En varios aspectos, un sistema de administración de ácido nucleico comprende un 
vector no viral unido al polinucleótido. Los ejemplos de tales vectores no virales incluyen el polinucleótido solo (por 40
ejemplo, ADN desnudo) o el polinucleótido en combinación con una formulación apropiada de proteína, polisacárido 
o lípido.

En varios aspectos, los sistemas de administración de ácido nucleico comprenden uno o más vectores virales, que 
incluyen, pero no se limitan a, adenovirus, virus asociado a adenovirus (AAV), adenovirus dependiente de auxiliares, 
lentivirus, retrovirus o virus hemaglutinante de. complejo Japón-liposoma. (HVJ). Diversos serotipos de adenovirus 45
y/o AAV también se usan en varios aspectos. En varios aspectos, el vector viral comprende un promotor eucariótico. 
En varios aspectos, se usan promotores de citomegalovirus (CMV). Otros promotores, incluyendo promotores 
específicos de tejido están bien establecidos en la técnica y se pueden usar en ciertos casos. Los vectores 
adicionales incluyen vectores retrovirales tales como virus de la leucemia de murino de Moloney y virus basados en 
HIV. En un caso, un vector viral basado en HIV comprende al menos dos vectores en los que los genes gag y pol 50
son de un genoma de HIV y el gen env es de otro virus. Los vectores virales de ADN se usan en algunos casos, que 
incluyen, pero no se limitan a, vectores pox tales como vectores de ortopox o avipox, vectores del virus del herpes 
tales como un vector de virus del herpes simple I (HSV).

En varios aspectos, los polinucleótidos (por ejemplo, los que codifican uno o más factores de transcripción) se 
administran in vivo y/o in vitro para convertir las células (tallo, cardiomiocitos y/u otras células somáticas) en células 55
marcapasos. En algunos casos, los polinucleótidos que codifican un fragmento funcional del factor de transcripción 
se administran además o en lugar de todo el factor de transcripción. Como se usa en este documento, los términos 
"fragmento", "fragmento funcional" o términos similares recibirán su significado ordinario y se referirán a una porción 
de una secuencia de aminoácidos (o polinucleótido que codifica esa secuencia) que tiene al menos 
aproximadamente 70%, preferiblemente al menos aproximadamente 80%, más preferiblemente al menos 60
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aproximadamente 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de la función de la correspondiente secuencia de aminoácidos 
de longitud completa (o polinucleótido que codifica esa secuencia). Los métodos para detectar y cuantificar la 
funcionalidad de tales fragmentos se establecen en la técnica.

Métodos de administración

En varios aspectos, la administración de las composiciones (que son factores de transcripción o células) descritas en 5
este documento para modular la actividad eléctrica cardíaca es a través de inyección cardíaca directa (por ejemplo, 
durante la implantación o explantación de marcapasos electrónico). En algunos casos, se usa inyección sistémica. 
La inyección intracoronaria se usa en algunos casos. En aun casos adicionales, se usa administración dirigida por 
catéter. En algunos casos, se usa un sistema de catéter guiado por un mapa (por ejemplo, NOGA®), para 
administrar focalmente las composiciones. En algunos casos, se usan otras técnicas de mapeo o guía. Por ejemplo, 10
en varias realizaciones se usa orientación basada en fluoroscopia. La guía electroanatómica también se usa en 
algunos casos. El mapeo de estructuras específicas (que incluyen, pero no se limitan a haz de His, las porciones 
derecha o izquierda del haz, las fibras de Purkinje, etc.) mediante electrogramas intracardíacos también se usan en 
algunos casos. Además, también se usan rayos X o catéteres magnéticos en algunos casos para guiar la entrega de 
un catéter, aguja u otro (s) dispositivo (s) de administración a una ubicación diana deseada.15

En varios aspectos, un enfoque de administración focal reduce de manera ventajosa el tiempo hasta la generación 
de un marcapasos biológico activo. En algunos casos, la administración específica de tejido (o específica de tipo de 
célula) de varias de las construcciones descritas en este documento es ventajosa porque la construcción es 
particularmente apropiada para facilitar la generación de un marcapasos biológico basado en el perfil de expresión 
de tejidos endógenos. En algunos casos, las combinaciones de factores de transcripción se administran al mismo 20
sitio diana, mientras que, en otros casos, las construcciones individuales se administran a sitios diana distintos, con 
el efecto general que resulta en la generación de marcapasos biológicos.

En varios aspectos, la transducción se logra mediante inyección focal en el ápice del corazón. En varios casos, la 
transducción se logra mediante inyección focal en el ápice del ventrículo izquierdo. En varios casos, se utiliza un 
enfoque del lado derecho (por ejemplo, el lado derecho del corazón, ya sea en la aurícula o el ventrículo), para 25
reducir el riesgo de accidente cerebrovascular u otra embolia. Sin embargo, en varios casos, se usan enfoques del 
lado izquierdo. En varios casos, se introduce un catéter de inyección a través de la aurícula derecha (en lugar del 
ventrículo derecho), para acceder al haz de His o nodo AV desde arriba. En varios casos, los métodos de catéter 
transeptal se usan para introducir un catéter de inyección en la aurícula izquierda o el ventrículo izquierdo sin la 
necesidad de acceso arterial, lo que reduce el riesgo de accidente cerebrovascular. En casos adicionales, la 30
introducción de un catéter de inyección se realiza a través de las venas cardíacas a través del seno de Valsalva para 
la inyección de un agente biológico como se describe en este documento en diversos objetivos de los ventrículos. 
Dicho enfoque es similar al usado para la colocación de marcapasos en la terapia de resincronización cardíaca.

De este modo, en varios aspectos, las composiciones como se describen en este documento se pueden usar para 
administrar uno o más factores de transcripción (o células que han sido contactadas previamente con los factores de 35
transcripción) a cualquiera la aurícula derecha, el ventrículo derecho, el nodo SA, el nodo de AV, haz de his, y/o 
ramas del haz izquierdo y derecho. Además, a través de la canulación del seno coronario y sus ramas venosas, se 
logra la administración a múltiples sitios del ventrículo izquierdo en varios casos. Ventajosamente, en aquellos 
pacientes con anatomía venosa coronaria desfavorable, el acceso al lado izquierdo se logra, en varios casos, desde 
el lado derecho a través de una punción transeptal que permite el acceso directo a las estructuras del lado izquierdo 40
sin necesidad de acceso arterial.

Los métodos suplementarios se usan en varios casos e incluyen la administración de compuestos para aumentar la 
permeabilidad microvascular del tejido cardíaco. Agentes de permeabilidad vascular apropiados (administrados 
antes, durante o después de la administración de un vector de transferencia génica) incluyen una solución que tiene 
menos de aproximadamente 500 micromolar de calcio: sustancia P, histamina, acetilcolina, un nucleótido de 45
adenosina, ácido araquidónico, bradiquinina, endotelina, endotoxina., interleucina-2, nitroglicerina, óxido nítrico, 
nitroprusiato, un leucotrieno, un radical de oxígeno, fosfolipasa, factor activador de plaquetas, protamina, serotonina, 
factor de necrosis tumoral, factor de crecimiento endotelial vascular, un veneno, una amina vasoactiva o un inhibidor 
de sintasa de óxido nítrico, serotonina, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o un fragmento funcional de 
VEGF.50

Efecto del marcapasos biológico en los tejidos

En varios aspectos, la administración de factores de transcripción (o células en contacto con esos factores de 
transcripción in vitro) descritos en este documento induce o provoca de otro modo que las señales eléctricas 
repetitivas espontáneas se generen en células que respondieron previamente a tales señales, pero no las 
generaron. Por ejemplo, para células de miocardio tratadas que presentaron poco (por ejemplo, un índice de 55
automaticidad entre aproximadamente 40% a aproximadamente 30%, aproximadamente 30% a aproximadamente 
20%, aproximadamente 20% a aproximadamente 10%, o aproximadamente 10% a aproximadamente 0%, o rangos 
de solapamiento del mismo) o sin tasa de activación, presentan una frecuencia incrementada de tasa de activación o 
salida de señal eléctrica post-administración (por ejemplo, un índice de automaticidad de entre aproximadamente 5% 
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a aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a 
aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a 
aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a 
aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a 
aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, o más) en comparación con la 5
administración previa de las células.

Los cambios resultantes en la contracción cardíaca y/o una propiedad eléctrica de las células marcapasos 
convertidas, mediante los métodos descritos en este documento, modulan el ritmo cardíaco en varios aspectos. En 
varios casos, los métodos y composiciones descritos en este documento logran una frecuencia cardíaca dentro de 
aproximadamente 25%, dentro de aproximadamente 20%, dentro de aproximadamente 15%, dentro de 10
aproximadamente 10%, dentro de aproximadamente 5%, dentro de aproximadamente 2%, o dentro de 
aproximadamente 1% de una frecuencia cardíaca clínicamente deseada. En varios casos, los métodos y 
composiciones descritos en este documento se usan para tratar sujetos que padecen o son susceptibles a una 
enfermedad o trastorno tal como un síncope relacionado con el corazón (por ejemplo, síncope de Stokes-Adam), 
una anomalía de la función del nodo sinusal tal como bradicardia de seno persistente, bloqueo sinoauricular (S-A) 15
que se manifiesta como SA Wenckebach, bloqueo S-A completo o paro sinusal y bloqueo auriculoventricular de alto 
grado; o síndrome de taquicardia-bradicardia u otra condición relacionada con la bradicardia. En varios casos, la 
modulación se usa para aumentar o ralentizar la función de un marcapasos implantado (por ejemplo, para lograr una 
frecuencia cardíaca deseada que el marcapasos implantado no puede proporcionar por sí mismo).

Cambios en las células como resultado de la administración de factores de transcripción20

La administración de Tbx18, Shox2, o una combinación de los mismos produce varios cambios fisiológicos a las 
células contactadas además de o separadas de la generación de señales eléctricas repetitivas espontáneas 
discutidas anteriormente. En algunos casos, estos cambios fisiológicos incluso si se observan por primera vez in 
vitro, también son detectables in vivo, donde pueden servir como marcadores complementarios de la eficacia de la 
generación de marcapasos biológico (por ejemplo, se reconocen como características o marcas distintivas de 25
células marcapasos). En algunos casos, la administración de uno o más factores de transcripción da como resultado 
un porcentaje aumentado de cultivos de monocapa de latido espontáneo en comparación con el control. En varios 
casos, la presencia, o cantidad, de latidos espontáneos se usa para cribar cultivos para la funcionalidad antes del 
trasplante o para evaluar otras combinaciones de factores de transcripción para su utilidad en la generación de 
células marcapasos in vitro. En algunos casos, la administración de uno o más factores de transcripción da como 30
resultado oscilaciones intracelulares espontáneas de Ca2+ de las células del miocardio administradas. En algunos 
casos, la administración de uno o más factores de transcripción da como resultado una despolarización progresiva 
de la fase 4. En algunos casos, la administración de uno o más factores de transcripción descritos en este 
documento aumenta o disminuye la expresión de HCN4 en las células. Debido a que el flujo de calcio es un 
componente primario de la señalización eléctrica cardíaca y la expresión de HCN4 es importante en la función de la 35
célula marcapaso, los cambios en estos puntos finales corresponden, en algunos casos, a un comportamiento 
similar a SAN en las células inducidas por marcapasos biológicos. En algunos casos, la administración de uno o más 
factores de transcripción da como resultado la modulación de eventos de liberación de Ca2+ localizados 
espontáneamente, subsarcolemal. En algunos casos, la administración de uno o más factores de transcripción da 
como resultado la modulación de los niveles de cAMP intracelulares. De este modo, como resultado de la 40
administración de uno o más de los tipos de factores de transcripción anteriores, la actividad eléctrica cardíaca se 
puede modular y se pueden tratar anomalías en el tejido cardíaco excitable. 

En varios casos, la administración de Tbx18, Shox2 o una combinación de los mismos dará como resultado células 
de nuevos fenotipos de las células contactadas además de o separadas de la generación de señales eléctricas 
repetitivas espontáneas. En algunos casos, la administración de uno o más factores de transcripción da como 45
resultado una expresión de -actina sarcomérica desorganizada y marcadamente inferior en células transducidas, lo 
que es indicativo de células marcapasos. En algunos casos, la administración de uno o más factores de 
transcripción da como resultado un cambio en el tamaño de la célula. En algunos casos, la administración de uno o 
más factores de transcripción da como resultado cambios en el estado de la cromatina. En algunos casos, la 
administración de uno o más factores de transcripción da como resultado la modificación de la cromatina y 50
provocará una expresión y/o actividad menor o mayor de uno o más de los siguientes genes: Cx43, Kir2.1, Actc2 y 
HCN4. Estos cambios fenotípicos, reflejan los de las células SAN naturales y, como resultado de la administración 
de uno o más de estos factores de transcripción, se pueden usar, en varios casos, como un medio adicional para 
evaluar la generación de células marcapasos biológicos. 

En varios casos, la administración de uno o más factores de transcripción al corazón dará como resultado latidos 55
ventriculares ectópicos frecuentes que se originan en el sitio de la inyección génica que da como resultado la 
generación específica de actividad de marcapasos. En algunos casos, la administración de uno o más factores de 
transcripción da como resultado cambios epigenéticos relacionados con genes en las células y la actividad de 
marcapasos de novo. Esta actividad de marcapasos, en algunos casos, es el resultado de la reprogramación 
somática y no debido a la desdiferenciación a un estado progenitor. La transdiferenciación somática a somática 60
reducirá la amenaza de neoplasia de las células transducidas (por ejemplo, se reduce la formación de teratoma). En 
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otros casos, sin embargo, la administración de uno o más factores de transcripción puede dar como resultado la 
desdiferenciación a un estado progenitor. En ciertos casos, la diferenciación en células marcapasos se induce 
usando uno o más de los factores de transcripción descritos en este documento. Usando tales métodos, las células 
marcapasos biológicos se pueden fabricar de forma segura y eficaz a partir de una amplia variedad de células.

Ejemplos5

Los ejemplos proporcionados a continuación están destinados a ser realizaciones no limitativas de la invención.

Métodos:

Transducción heteróloga de NRVMs

El gen Tbx18 humano con una etiqueta myc/FLAG C-terminal se escindió de pCMV6-Tbx18 (Origene, Rockville, MD) 
por digestión con FseI y SalI. El gen Tbx18 luego se subclonó en un vector de expresión lentiviral digerido con NotI y 10
XhoI con el gen indicador deseado, pLVX-IRES-ZsGreenl (Clontech, Mountain View, CA), generando de este modo 
el vector pLV-Tbx18-IRES-ZsGreen1 (-10.1 kb). ZsGreenl se usó como la proteína indicadora para cardiomiocitos 
transducidos con Tbx18, debido a sus características espectrales similares a las GFP usadas comúnmente. De este 
modo, a lo largo de la divulgación, los términos ZsGreenl y GFP se usan indistintamente. El gen diana recombinante 
se introdujo luego en un esqueleto del vector de adenovirus mediante clonación de recombinación de Gateway 15
usando vectores adaptados a Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se realizó una reacción de recombinación de LR 
entre el clon de entrada y el vector de destino, pAd/CMV/V5-DEST (-36,7 kb), para generar la construcción de 
expresión adenoviral deseado, pAd-CMV-TBX18-IRES-GFP (-39,8 kb). Se verificó que las construcciones positivas 
tenían el gen diana correcto por secuenciación de ADN (Laragen, Los Angeles, CA).

Electrofisiología20

Se realizaron registros de electrofisiología de células enteras como se describe a continuación. Los experimentos se 
llevaron a cabo usando técnicas de parche-pinza de célula entera de microelectrodos estándar con un amplificador 
Axopatch 200B (instrumentos Axon) con una velocidad de muestreo de 20 kHz y filtrado de Bessel de paso bajo a 5 
kHz. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente. Las células se lavaron con una solución de 
Tyrode normal que contenía (mmol/L): NaCl 138, KCl 5, CaCl2, 2, glucosa 10, MgCl2 0.5 y HEPES 10; pH 7.4. La 25
solución del electrodo de micropipeta estaba compuesta de (mmol/L): K-glutamato 130, KCl 9, NaCl 8, MgCl2 0.5, 
HEPES 10, EGTA 2 y Mg-ATP 5; pH 7.2. Los microelectrodos tenían resistencias de punta de 2 a 4 M cuando se 
llenaban con la solución de registro interno. Los experimentos de fijación de voltaje se realizaron con un intervalo 
entre episodios de 2.5 segundos. Los potenciales de acción se iniciaron ya sea por impulsos de corriente 
despolarizantes cortos (2 a 3 ms, 500 a 800 pA) en GFP-NRVMs o se registraron con el modo 1 = 0 en Tbx18-30
NRVMs. Los datos se corrigieron para el potencial de unión líquido medido (-mV). Se usó una lámpara de arco de 
xenón para visualizar la fluorescencia de GFP a 488/530 nm (excitación/emisión).

Construcción y purificación de adenovirus

Las construcciones de expresión como se discutió anteriormente se digirieron con PacI para exponer las 
repeticiones terminales invertidas antes de transfectar en células 293A para producir reservas de adenovirus para 35
uso en la expresión posterior del transgén. Los adenovirus se purificaron en placa, se amplificaron y se purificaron 
en columna de afinidad usando el kit Adenopure (Puresyn, Inc) y se almacenaron a -80 °C.

Aislamiento y transducción de miocitos

Se aislaron los NRVMs de cachorros de rata de 1-2 días y se cultivaron como una monocapa usando métodos de 
cultivo establecidos. Solo el tercio inferior del corazón (desde el ápice hasta la línea media) fue extirpado para 40
minimizar la contaminación de las células nodales auriculoventriculares. En algunas realizaciones, se usan otras 
porciones del corazón, que incluyen el tercio inferior, el tercio medio y combinaciones de estas porciones, o 
corazones enteros (o porciones del mismo) en los que las células marcapasos endógenas se eliminan 
selectivamente. En algunas realizaciones, se usan biopsias (por ejemplo, biopsias guiadas) para obtener tejido no 
marcapasos). Se transdujo una monocapa de NRVMs con Ad-Tbx18-IRES-GFP o Ad-GFP (vector de control; moi = 45
1-10) un día después del aislamiento celular y se cultivó durante 2-5 días. Tbx20, conocido por ser crítico para la 
diferenciación de la cámara cardíaca, se empleó para controlar los efectos no específicos relacionados con el factor 
de transcripción embrionario.

Aislamiento de miocitos SA

Se aislaron miocitos nodales SA a partir de ratas Sprague-Dawley adultas. Los animales fueron anestesiados con 50
isoflurano. Los corazones se extrajeron rápidamente, las aurículas se separaron de los ventrículos y la región del 
nódulo sinoauricular se disecó en solución de Tyrode, que consistía en (en mM) 140 de NaCl, 5.4 de KCl, 1.2 de 
KH2PO4, 5 de HEPES, 5.55 de glucosa, 1 de MgCl2, 1.8 de CaCl2; pH ajustado a 7.4 con NaOH. La región del 
nódulo sinoauricular de la rata se definió por los bordes de la cresta terminal, el tabique interauricular y la vena cava 
superior e inferior.55
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Transducción de células madre embrionarias

Se transfectaron células madre embrionarias de ratón con un vector adenoviral que expresa Shox2 o un gen de 
control. Los métodos establecidos de cuerpos embrioides se usaron para la diferenciación. Los datos agrupados son 
n≥3 con p <0.05 para todas las diferencias informadas.

Registros y análisis de calcio intracelular5

Para mediciones de oscilaciones de Ca2+ intracelulares, se sembraron 2x106 NRVMs en placas de fondo de vidrio de 
35 mm (MatTek Cultureware) o cubreobjetos de vidrio recubiertos con fibronectina de 22 mm, se transdujeron y se 
analizaron 4 días después de la transducción. Las células se cargaron con Rhod2-AM (2 mol/L) (sondas 
moleculares) durante 18 minutos, luego se lavaron una vez y posteriormente se colocaron en solución de Tyrode 
normal con 2 mmol/L de calcio. Los transitorios de calcio se registraron a 37 °C a partir de NRVMs transducidos con 10
AdTbx18ISIRES-GFP y Ad-GFP. Las imágenes se adquirieron en un microscopio de escaneo láser confocal 
invertido (Perkin Elmer/Nikon) o microscopio confocal Leica SP5. El análisis fuera de línea se realizó usando 
Ultraview (Perkin Elmer) e ImageJ. Los transitorios de Ca2+ de células enteras se obtuvieron a partir de imágenes 
de escaneo de línea confocal a través de NRVMs únicos promediando la señal de una célula individual. Los 
transitorios de Ca2+ se presentan como fluorescencia normalizada y sustraída de referencia (F/F0). Para la imagen 15
confocal de Ca2+ 2-D, se obtuvieron transitorios de calcio promediando la señal a través de la célula entera.

Inmunotinción

Las secciones congeladas de nodo sinoauricular de rata neonatal y NRVMs 4 días después de la transducción 
adenoviral se fijaron con paraformaldehído al 4% y se permeabilizaron con Triton-X 100 al 0.1% y luego se 
incubaron con el anticuerpo primario apropiado: -actinina sarcomérica (Sigma-Aldrich; A5044; 1: 800), ANP 20
(AbCam; ab-14348; 1: 1000), HCN4 (Abcam; ab85023; 1: 500) y anticuerpos secundarios Alexa Fluor-conjugados 
(Invitrogen).

Inmunotransferencia

Se realizaron transferencias de Western usando anticuerpos específicos contra Cx43 (Sigma-Aldrich, C6219;
1:1000), PLN (Alomone; A010-14: 1: 5000), p-PLB (Alomone; A010-12: 1:5000) HCN4 (AbCam; ab85023; 1:500). En 25
resumen, NRVMs transducidos con Ad-Tbx18, Ad-GFP, SAN de rata y ventrículo izquierdo se homogeneizaron en 
solución reguladora RIP A que contiene un cóctel inhibidor de proteasa (Sigma). El contenido de proteína se 
cuantificó por ensayo de BCA y los lisados celulares (15 g por carril) se corrieron en un gel de SDS-PAGE al 12% y 
se transfirieron a una membrana de PVDF. A continuación, la membrana transferida se incubó con un anticuerpo 
primario durante la noche a 4 ºC, seguido de una incubación de 1 hora con un anticuerpo secundario conjugado con 30
peroxidasa. La inmunorreactividad se detectó por quimioluminiscencia (ECL Western Blotting Analysis System, 
Amersham). Se evaluó la carga proteica igual de los geles volviendo a explorar la membrana con anticuerpo 
monoclonal anti-GAPDH (Abeam; ab9482; 1:10000) o anti--actina (Sigma-Aldrich; A3848: 1:25000).

Transferencia génica in vivo

Se inyectaron adenovirus en el ápice del ventrículo izquierdo de cobayas. Las cobayas adultas hembras (peso, 250 35
a 300 g, Charles River) se anestesiaron con isoflurano al 4%, se entubaron y se colocaron en un ventilador con un 
vaporizador que suministraba isoflurano al 1.5% a 2%. Después de una toracotomía lateral, se insertó una aguja de 
calibre 30 en el ápice de la pared libre del ventrículo izquierdo. Se inyectaron 100 l de adenovirus que contenían 
1x109 unidades formadoras de placa de Ad-Tbx18-IRES-GFP o Ad-GFP (grupo control) en el ápice del ventrículo 
izquierdo. Como se discutió anteriormente, se usan otras rutas de administración en algunas realizaciones.40

Electrocardiógrafos (ECG) in vivo y ex vivo

Se administró metacolina (0.1-0.5 mg por kg de peso corporal en solución salina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 
través de la vena yugular para ralentizar el ritmo sinusal de los animales antes de los registros de ECG bajo 
anestesia general (2% de isoflurano, 98% de O2). Los ECGs se registraron usando un sistema de ECG digital de 2 
electrodos a 2 kHz (electrodo i y electrodo 3, BIOPAC Systems, Goleta, CA) y el electrodo 2 se calculó fuera de línea 45
mediante el triángulo de Einthoven usando el software Acqknowlege 3.7.3 (BIOPAC Systems, Goleta, CA). En todos 
los animales, se administró metacolina hasta que se logró el bloqueo cardíaco completo. El bloqueo cardíaco fue 
acompañado por una reducción del ritmo sinusal de los animales a <100 bpm. En la mayoría de los cobayas 
inyectados con Tbx18, los ritmos ventriculares ectópicos se manifestaron mucho antes de que el ritmo sinusal 
alcanzara 100 bpm (figura 3D, panel derecho). Por el contrario, los animales de control no presentaron evidencia de 50
tales latidos ventriculares ectópicos, incluso cuando el ritmo sinusal se llevó a <100 bpm (figura 3D, panel izquierdo). 
La figura 3D resalta la falta de ritmo ventricular ectópico en los animales de control incluso a una velocidad de 
escape muy lenta en comparación con los animales inyectados con Tbx18.

Para registros de ECG de corazón completo intactos ex vivo, el corazón se perfundió retrógrado a través de la aorta 
a 60 mmHg con solución de Tyrode oxigenada a 36 °C. El corazón perfundido se colocó en una placa revestida de 55
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Sylgaria llena de solución de Tyrode caliente. Los electrodos del ECG se colocaron en sitios apropiados para hacer 
el registro de los electrodos I y II (figura 28). Después de un período de equilibrio de 20 minutos, se ablacionó la 
región del nódulo auriculoventricular con un cryogun (Brymill Cryogenic Systems, Ellington, CT) lleno de N2 líquido. 
La electroestimulación se realizó en el sitio de la inyección transgénica (anterior, ápice del ventrículo izquierdo) a 
intervalos de 200 ms con un electrodo de platino conectado a un estimulador de pulso aislado (Modelo 2100, AM 5
Systems, Carlsborg, WA).

RT-PCR para matrices de genes

Se recogieron los nódulos sinoauriculares de rata, el ventrículo izquierdo y los NRVMs transducidos con Tbx18 y 
GFP (4 días después de la transducción) y se extrajo el ARNm (kit de aislamiento de ARNm de Qiagen). Las 
muestras de ARNm se convirtieron en ADNc de la primera cadena, usando el kit RT2 First Strand (SA Biosciences). 10
A continuación, la plantilla de ADNc se mezcló con la mezcla maestra qPCR RT2 y la mezcla se dividió en alícuotas 
en cada pocillo de la misma placa que contenía conjuntos de cebadores específicos de genes dispensados 
previamente. La PCR se realizó en un sistema de PCR rápida en tiempo real 7900HT (Applied Biosystems/Life 
Technologies Corporation, Carlsbad, CA) y se calculó la expresión relativa de los genes.

Ensayo cAMP15

Se usó el kit de ensayo de Elisa AMP cíclico (catálogo # STA-501; Cell Biolabs, INC) para determinar los niveles de 
cAMP en NRVMs transducidos con Ad-Tbx18 o Ad-GFP. En resumen, se añadieron 50 l de lisados de células 
Tbx18 y GFP-NRVM a la placa de 96 pocillos recubiertos con anticuerpo anti-conejo de cabra. Se añadieron 25 l de 
conjugado de trazador de peroxidasa cAMP diluido a cada pocillo probado. A continuación, se añadieron 50 l de 
anticuerpo policlonal de conejo anti-cAMP diluido a cada pocillo probado y la placa se incubó a temperatura 20
ambiente durante 30 minutos con agitación. Después de lavar, se añadieron 100 l de reactivo quimioluminiscente a 
cada pocillo. Después de la incubación a temperatura ambiente durante 5 minutos en un agitador orbital, se leyó la 
placa para la luminiscencia de cada micropocillo en un luminómetro de placa. La medición de la emisión de luz 
(RLU) permitió calcular la cantidad de cAMP en muestras que luego se normalizaron a -actina para la comparación 
de las muestras.25

Soluciones

Solución de Tyrode que contiene (mm): NaCl 140, KCl 5.4, CaCl2 1.5, MgCl2 1.5, glucosa 10 y Hepes 5; pH ajustado 
a 7.38 con NaOH. Rianodina y proteína quinasa I (PKI) se compraron de Tocris biosciences y la cafeína se adquirió 
en Sigma. Rhod-2/AM y fue comprado a Invitrogen.

Inmunoprecipitación de cromatina30

Los NRVMs transducidos con ya sea Tbx18 o GFP se fijaron dos a cuatro días después de la transducción del 
vector viral con formaldehído al 10% durante 8 minutos a temperatura ambiente. Las células se sometieron a 
cizallamiento usando un sonicador con diez pulsos de 20 segundos cada uno, con un descanso de 30 segundos en 
hielo entre cada pulso. La inmunoprecipitación con cromatina se realizó usando el kit ChIP-IT® Express Chromatin 
Immunoprecipitation (Active Motif, Carlsbad, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. Los anticuerpos primarios 35
para H3K4me3 y H3K27me3 se adquirieron de Active Motif.

qPCR después de la inmunoprecipitación de cromatina

Se compraron cebadores específicos de gen (Cx43, Kir2.1, -SA, HCN4), ya validados para qPCR en rata, de SA 
Biosciences. Para cada gen, se emplearon tres conjuntos de cebadores correspondientes a -2 kb (aguas arriba), -lkb 
y + lkb (aguas abajo) del sitio de inicio de la transcripción. Los valores de ∆Ct de las tres fichas se promediaron de 40
cada experimento para el análisis de datos.

PCR cuantitativa en tiempo real de célula única

Se recogieron miocitos individuales en PBS con una pipeta de parche de abertura amplia, se colocaron en hielo seco 
y luego se almacenaron a -80 ºC. Los niveles de mRNA de Tbx18 en miocitos individuales se examinaron mediante 
PCR cuantitativa en tiempo real con un kit Ambion® Single Cell-to-CT™ (Life Technologies) según las instrucciones 45
del fabricante. En resumen, se trataron células individuales con solución de lisis celular y ADNasa I durante 5 
minutos a temperatura ambiente. La transcripción inversa se realizó a 25 °C, durante 10 minutos, a 42 °C, durante 
60 minutos y a 85 °C, durante 5 minutos después de la adición de la mezcla SupersScript RT y VILO RT. La 
preamplificación se realizó con 14 ciclos de 95 °C, durante 15 segundos y 60 °C, durante 4 minutos con adición de 
mezcla PreAmp y 0.2x TaqMan Gene Expression Assays, que contiene cebadores para Tbx18 humano (ID del 50
ensayo: Hs01385457_ml), GAPDH de cobaya (ensayo ID: Cp03755742_g1), y conejillo de Indias TnnT2 (ID del 
ensayo: Cp04182357_g1). Los cebadores personalizados fueron sintetizados por Applied Biosystems (Carlsbad, 
CA). Los productos de preamplificación (dilución 1:20) se usaron para PCR en tiempo real con ensayos de expresión 
génica TaqMan usando un sistema de PCR rápido en tiempo real Applied Biosystems 7900HT. Las curvas estándar 
para cada uno de los 3 conjuntos de cebadores se construyeron con diluciones en serie de plantillas de ADN de 55
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entrada (figura 30) y eficiencias de amplificación comparables validadas (pendientes de la curva: -3,32 a -3,64). Los 
niveles relativos de ARNm de Tbx18, GAPDH y TnnT2 se obtuvieron mediante la extrapolación de los valores de Ct 
con las pendientes de la curva estándar para cada conjunto de cebadores. La expresión del ARNm de Tbx18 en 
cada célula se normalizó entonces a nivel de GAPDH o TnnT2.

Análisis estadístico5

Los datos se analizaron para determinar la media, la desviación estándar y el error estándar de la media (SEM). Las 
cifras cuantitativas en este trabajo representan la media de ± SEM. Los conjuntos de datos se evaluaron 
estadísticamente usando una prueba t no apareada. p < 0.05 se consideró significativo a menos que se indique lo 
contrario.

Ejemplo 1 - Células marcapasos creadas por entrega de genes a NVRMs10

Como se discutió anteriormente, las terapias actuales para arritmias cardíacas causadas por anormalidades de 
tejido excitable dependen principalmente de farmacoterapia, ablación por radiofrecuencia, dispositivos implantables 
y otros enfoques relacionados. Estos métodos, si bien son útiles para el tratamiento de algunas formas de arritmias, 
tienen limitaciones (como se discutió anteriormente). Los marcapasos biológicos ofrecen ventajas sobre el uso de 
marcapasos tradicionales y se pueden usar en lugar de, o en conjunción con los marcapasos tradicionales. El 15
presente estudio evaluó el uso de agentes inductores del factor de transcripción para la generación de marcapasos 
biológicos.

Para demostrar que la transducción de factores de transcripción a células cardíacas produce marcapasos biológicos, 
se realizó la transducción heteróloga singular de factores de transcripción seleccionados en vectores adenovirales 
bicistrónicos en NRVMs recién aislados. Como un cribado inicial, se analizó el número de cultivos que latían 20
espontáneamente 36-48 horas después de la transducción. Los NRVMs transfectados con Tbx18 (Tbx18-NRVMs) 
presentaron un porcentaje aumentado de cultivos de monocapa de latido espontáneo en comparación con el control 
y otros factores de transcripción cribados (un mínimo de cinco aislamientos celulares diferentes por grupo, Figura 
2A). Más allá de los dos días de cultivo, se observaron múltiples focos de latido espontáneo en monocapas Tbx-
NRVM individuales, como se esperaba a partir de la regulación negativa de Cx43 (pero no de Cx45 o Cx40) por Tbx. 25
De acuerdo con lo anterior, Tbx se seleccionó como candidato para convertir los cardiomiocitos ventriculares en 
células marcapasos. De este modo, en varias realizaciones, Tbx18 se usa para crear un marcapasos biológico. Sin 
embargo, en varias realizaciones, se usan otros factores de transcripción, que incluyen uno o más de los 
seleccionados en el experimento actual. En varias realizaciones, se usarán combinaciones de dos o más factores de 
transcripción. En varias realizaciones, Shox2 se usará en conjugación con Tbx18 para lograr estos resultados. En 30
varias realizaciones, se seleccionarán uno o más de los siguientes factores de transcripción para su uso: Tbx18, 
Shox2, Tbx3 y Tbx5.

Aunque los NRVMs presentan contracciones sincitiales espontáneas cuando se cultivan como monocapas, dicho 
fenómeno es impulsado por un número relativamente pequeño de células de latido autónomo. La figura 2B muestra 
los rastros de potencial de acción representativo (AP). Cuando se siembra en placas escasamente a una densidad 35
de ~ 4 NRVMs/mm2 de modo que una célula dada es poco probable que haga contacto físico con las células
vecinas, la mayoría de los miocitos ventriculares de control (GFP) estaban inactivos (7 de 9), activando solo 
potenciales de acción simple después de la estimulación (figura 2B, izquierda). La expresión de Tbx18 transformó el 
fenotipo eléctrico al de las células SAN; la mayoría de Tbx18-NRVMs (7 de 9) latieron de forma autónoma y 
espontánea (figura 2B, derecha). Se apreciará que, en varias realizaciones, podría usarse Shox2 en lugar de o junto 40
con Tbx18. En varias realizaciones, se seleccionarán uno o más de los siguientes factores de transcripción para su 
uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. Los Tbx18-NRVMs presentaron APs espontáneos con prominente despolarización 
progresiva de fase 4. La despolarización gradual de fase 4 subyace a la automaticidad en las células marcapasos 
SAN, y es prominente en los Tbx-NRVMs (figura 2B). Este aumento en los latidos autónomos y la despolarización 
gradual indica que estas células están funcionando de manera consistente con las células del nódulo sinoauricular 45
natural, lo que sugiere que Tbx18 (solo o en combinación con otros factores de transcripción) está generando 
células marcapasos. En algunas realizaciones, se detectan funciones similares en células madre, y que, por lo tanto, 
indica que las células son útiles en la generación de marcapasos biológicos y en el tratamiento de arritmias.

El potencial diastólico máximo (MDP) de -47±10 mV (n = 6) en Tbx18-NRVMs se despolarizó en relación con el 
potencial de membrana en reposo (RMP) de -73±6 mV en GFP-NRVMs (n = 5, Figura 2C, izquierda). Esto sugiere 50
que las células transducidas con Tbx-18 activarán con más frecuencia que las células de control, al igual que se 
espera que las células con marcapasos lo hagan. Los grupos GFP y Tbx18 están indicados por barras blancas y 
sombreadas, respectivamente, a lo largo de los datos presentados. Como se usa en este documento, el término 
"índice de automaticidad" tendrá su significado ordinario y también se definirá como el porcentaje de células de latido 
autónomo multiplicado por la frecuencia de oscilaciones de potencial de acción (AP) en esas células, era mucho más 55
grande en Tbx-NRVMs (70±16% bpm) en comparación con el control (136±4% bpm, Figura 2C, centro). Como se 
muestra en la figura 2C en el medio, la automaticidad aumentó en relación con el control de GFP en alrededor del 
60%. En algunas realizaciones, el aumento en el índice de automaticidad será de 5% a aproximadamente 15%, 
aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a aproximadamente 35%, 
aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a aproximadamente 55%, 60
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aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a aproximadamente 75%, 
aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a aproximadamente 95%, 
aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos de solapamiento del mismo, en relación con la 
automaticidad de las células marcapasos normales. El número de células que tienen oscilaciones espontáneas de 
Ca2+ también aumentó en relación con los controles (figura 2C, derecha). El número de Tbx18-NRVMs que 5
presentan oscilaciones espontáneas de Ca2+ intracelular fue aproximadamente 6 veces mayor en relación al control 
(figura 2C, derecha). Debido a que el Ca2+ es necesario para la generación de un potencial de acción en las células 
marcapasos, estos datos también demuestran que la transducción de células con Tbx18 (solo o en combinación con 
otros factores de transcripción) puede utilizarse con éxito en la generación de células marcapasos.

El cambio en el potencial diastólico, la automaticidad y la oscilación de Ca2+ se complementó con una reducción del 10
78% en la densidad de IK1 en Tbx18-NRVMs (Fig. 2D). Izquierda: rastros en bruto de IK1 representativos provocados 
por un protocolo de rampa de -140 a -20 mV. Las densidades resumidas de IK1 a -140 mV se muestran en 2D a la 
derecha. En varias realizaciones, la reducción en la densidad de IK1 estará entre aproximadamente 5% a 
aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a 
aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a 15
aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a 
aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a 
aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos de solapamiento del 
mismo. La reducción en la densidad de IK1 también indica que las células transducidas activarán con mayor 
frecuencia en relación con las células no tratadas (por ejemplo, las células que no son marcapasos). Este aumento 20
en la activación indica que estas células transducidas están funcionando como células marcapasos. De este modo,
los métodos usados para generar estas células, o métodos usados para generar células marcapasos a partir de 
células madre, se pueden usar en el tratamiento de arritmias cardíacas u otras enfermedades que están asociadas 
con una tasa de activación de células cardíacas interrumpida.

HCN4 es el correlato molecular de la corriente activada por hiperpolarización, If, que contribuye a la actividad del 25
marcapasos en la SAN. La transducción de Tbx18 condujo a un aumento de 3.8 veces en el número de células que
expresan HCN4 (figura 2E). La imagen de inmunotinción de HCN4 (HCN4-blanco, azul de núcleo) de GFP- o Tbx18-
NRVMs se muestra en la izquierda y en el medio, respectivamente. Barra de escala: 200 m. Panel derecho: 
resumen del porcentaje de células positivas para HCN4 por células transducidas con GFP o Tbx18. La expresión de 
Tbx18 también condujo a un aumento de 1.4 veces en el nivel de proteína de HCN4 (figura 2F) en Tbx18-NRVMs. 30
Tales células también exhibieron If (Fig. 2G) a una densidad (-5.2±1.3 pA/pF a -140 mV, n = 3) consistente con la 
informada en las células SAN de conejo. La transferencia de Wenstern indica un nivel de proteína de HCN4 más alto 
en Tbx18-NRVMs en relación con el control (izquierda) comparable al nivel de HCN4 observado en la SAN de rata 
adulta (derecha). Los eventos de ciclación de Ca2+ se complementan y se combinan con las corrientes iónicas 
sarcolemales para generar automaticidad. La comparación de los niveles de transcripción para los componentes 35
seleccionados de los mecanismos dependientes de voltaje y calcio revelaron diferencias en Tbx18 versus GFP-
NRVMs que recapitulan estrechamente aquellos entre SAN nativa y miocardio ventricular, utilizados en este 
documento como controles positivos (figura 2H). Cambios de los niveles relativos de ARNm de genes seleccionados 
que comparan Tbx18-NRVMs normalizados con GFP-NRVMs (izquierda) y SAN normalizados a LV (derecha). SAN 
y Tbx18-NRVMs demuestran un patrón similar de niveles de transcripción normalizados. De este modo, en varias 40
realizaciones, Tbx18 también provoca cambios en la expresión de genes y proteínas que están asociados con la 
formación de marcapasos biológicos.

La figura 2B muestra que las células Tbx18 eran más propensas a activar y activar de una manera (con 
despolarización lenta) como la de las células SAN nativas. La figura 2C muestra que las células Tbx18 tienen un 
potencial diastólico más bajo (centro) lo que resulta en un índice más alto de automaticidad (medio) y más 45
oscilaciones espontáneas de Ca2+ de células enteras (izquierda). La figura 2D muestra que la densidad de corriente 
de las células Tbx18 tiene menos tiempo de repolarización y, de este modo, una mayor probabilidad de activar. 
Juntos, estos datos indicaron que, en algunas realizaciones, Tbx18 cambia las propiedades eléctricas de las células 
y las hace similares a SAN. Cada uno de estos resultados indica una mayor probabilidad de que estas células se 
activen automáticamente cuando se implantan o se generan en el corazón vivo. De este modo, en varias 50
realizaciones, estas células marcapasos inducidas pueden latir y pueden modular el ritmo cardíaco para tratar 
arritmias cardíacas u otras enfermedades asociadas con un ritmo cardíaco anormal.

Mientras que las rutas electrofisiológicas delimitadas por membrana contribuyen a la marcar el paso, las células SAN 
se activan para activar rítmicamente mediante eventos de ciclación de Ca2+ intracelular distintivamente orquestados. 
Los eventos de liberación de Ca2+ localizados espontáneamente subsarcolemales son una marca distintiva de la 55
automaticidad en las células del nódulo sinoauricular. Durante la diástole tardía, las LCRs activan las corrientes de 
intercambiador de Na+-Ca2+ (INCX), que luego contribuyen a la fase exponencial de la despolarización de la fase 4. 
Se realizaron mediciones de LCR en Tbx18-NRVMs para caracterizar sus perfiles de ciclación de Ca2+.

Durante la diástole tardía, las LCRs activan las corrientes de intercambiador Na+ -Ca2+ (INCX), que luego 
contribuyen a la fase exponencial de la despolarización de la fase 4. Las imágenes confocales de barrido lineal de 60
Tbx18-NRVMs resolvió LCRs antes de cada transitorio de Ca2+ de célula entera (figura 3A, n = 8 de cada 10 

E12847179
27-08-2018ES 2 685 319 T3

 



17

células), recapitulando las LCRs observaron SAN marcapasos nativas. Las imágenes confocales de barrido lineal 
representativas de cambios en [Ca2+]i en Tbx18-NRVMs (figura 3A) y GFP-NRVMs (figura 3B) cargados con 
Rhod2/AM, 4 días después de la transducción representan LCRs que preceden el transitorio de Ca2+ de célula 
entera solo en el Tbx18- NRVMs, mientras que las chispas ocasionales de Ca2+ podrían detectarse en los GFP-
NRVMs. El período de LCR se define como el período comprendido entre el inicio del transitorio de Ca2+ y el 5
comienzo de la LCR posterior. La duración del ciclo se define como el período entre el inicio del transitorio de Ca2+

de célula entera y el inicio del posterior transitorio de Ca2+. Las LCRs representaron la periodicidad con un período 
promedio de 72±1% del de la duración del ciclo (figura 3C). De este modo, Tbx18 solo o con otros factores de 
transcripción, convierte funcionalmente cardiomiocitos en células que tienen actividades de Ca2+ similares a las del 
marcapasos.10

Las LCRs en Tbx18-NRVMs ocurrieron en un período promedio de 343±8 ms, que era 72±1% de la duración del 
ciclo transitorio de Ca2+ de células enteras (474±7 ms, Figura 3D). En algunas realizaciones, la LCR tendrá lugar 
entre aproximadamente 5% a aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, 
aproximadamente 25% a aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, 
aproximadamente 45% a aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, 15
aproximadamente 65% a aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, 
aproximadamente 85% a aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos 
de solapamiento de los mismos, de la duración del ciclo transitorio de Ca2+ de células enteras. Los diagramas F/F0 
promediados espacialmente de cambios en [Ca2+]i representaron un aumento de 2.3 veces en los transitorios de 
Ca2+ inducidos por cafeína (20 mM) en los Tbx-NRVMs en comparación con los controles. En contraste, las LCRs no 20
se detectaron en las células control (n ~ 12 de 12 células, Figura 3D), aunque se observaron ocasionalmente 
chispas distribuidas aleatoriamente (por ejemplo, Figura 3B). Es probable que las mayores reservas de Ca2+ en el 
retículo sarcoplásmico (SR) promuevan la automaticidad. La amplitud de los transitorios de Ca2+ inducidos por 
cafeína fue 2.3 veces mayor en Tbx18-NRVMs en comparación con el control (figura 3D).

Los experimentos de transferencia de Western demostraron una disminución en los niveles totales de PLB y un 25
aumento en PLN fosforilada (se16) similar a la SAN de rata adulta (figura 3F). No se observaron cambios en los 
niveles de proteína de SERCA2A, NCXI y RyR en los Tbx18-NRVMs en comparación con los controles (figura 3G). 
El bloqueador del canal de liberación de Ca2+, rianodina (10 µM), suprimió la tasa de transitorios espontáneos de 
Ca2+ en un 47±6% en Tbx-NRVMs, pero solo en un 12±2% en el control (figura 3E). Estos resultados indican que la 
transducción con Tbx18 (solo o en combinación con otros factores de transcripción) se puede usar, en varias 30
realizaciones, para generar marcapasos biológicos, o en algunas realizaciones, usados para generar células que se 
pueden implantar más tarde para funcionar como biomarcapasos.

El fosfolamban (PLN), en su estado no fosforilado, inhibe el retículo sarcoplásmico Ca2+-ATPasa 2a (SERCA2a), 
suprimiendo así la reabsorción de Ca2+ por las reservas internas. Tal inhibición se alivia con la fosforilación de la 
proteína (P-PLB). El nivel relativo de p-PLN (Ser16) fue 65 veces mayor en Tbx-NRVMs en comparación con GFP-35
NRVMs (figura 3F, panel izquierdo), imitando el aumento de p PLN encontrado en la SAN en comparación con el del 
miocardio ventricular (figura 3F, panel derecho). Mientras tanto, las diferencias en los niveles de proteína de 
SERCA2a, NCX1 y receptor de rianodina (RyR) no fueron detectables entre Tbx- y GFP-NRVMs (figura 3G), lo que 
concuerda con los hallazgos en el nódulo sinoauricular del conejo versus el ventrículo izquierdo. Los niveles 
intracelulares de cAMP fueron 1.7 veces mayores en Tbx18-NRVMs en comparación con GFP-NRVMs (figura 3H), 40
reproduciendo el mayor [cAMP]; observado en la SAN de conejo en comparación con el miocardio ventricular como 
se conoce en la técnica. La aplicación de un inhibidor de PKA (PKI, 15 M) condujo al cese de los transitorios de 
Ca2+ de células enteras espontáneos en Tbx-NRVMs, pero no tuvo efecto sobre los GFP-NRVMs (figura 3I). De este 
modo, la expresión de Tbx18 en NRVMs produjo cambios en componentes clave de ciclación Ca2+ que recapitulan 
características clave de las células marcapasos de nodo sinoauricular, permitiendo así, en varias realizaciones, 45
transducción de células con Tbx18 (solo o en combinación con otros factores de transcripción, dependiendo de la 
realización) para ser usado en métodos terapéuticos para tratar arritmias cardíacas.

Cambios fenotípicos en la célula reprogramada

Además de los cambios electrofisiológicos, la reprogramación celular replica características clave de la estructura 
celular en tejido de marcapasos. Las células marcapasos del nódulo sinoauricular nativo son distintivas en su 50
morfología: son más pequeñas y presentan miofibrillas menos organizadas que los cardiomiocitos en 
funcionamiento. Para probar si Tbx18-NRVMs tenía cambios fenotípicos, se investigó la morfología de las células.

Las secciones de corazón de rata neonatal demuestran que la expresión de -actinina sarcomérica cardíaca (-SA) 
es marcadamente más baja y desorganizada en el nódulo sinoauricular en comparación con la aurícula derecha 
adyacente (RA, figura 4A, parte superior izquierda y parte inferior izquierda). Tbx 18-NRVMs se asemejaba a las 55
células del nódulo sinoauricular nativo en su morfología, con desorganización miofibrilar y expresión débil de a-SA 
(figura 4A, parte inferior derecha). El nodo sinoauricular de rata neonatal, demarcado por la expresión de HCN4 
(parte superior media), presenta expresión de -actinina sarcomérica (-SA) más débil y no estructurada (panel 
superior). Parte inferior izquierda: imagen de acercamiento del área en la caja en la parte superior a la izquierda. El 
patrón se recapitula fielmente en Tbx18-NRVMs en comparación con GFP-NRVMs (parte inferior derecha y media, 60
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respectivamente). Barra de escala: 30 m. Los datos se corroboran mediante la regulación negativa observada de 
los niveles de transcripción -SA en Tbx18-NRVMs (figura 2H). El tamaño de la célula, medido por dos métodos 
complementarios, es 28-33% más pequeño en Tbx18-NRVMs que en los NRVMs de control (figura 4B), 
recapitulando el tamaño más pequeño de las células SAN en relación con los cardiomiocitos en funcionamiento. De 
este modo, los Tbx18-NRVMs se sometieron tanto a la reprogramación estructural (morfología) como funcional 5
(electrofisiología).

Se investigó entonces si los cambios en el fenotipo tipo nódulo sinoauricular están asociados con un estado de 
cromatina tipo nódulo sinoauricular en Tbx18-NRVMs. La trimetilación de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3) es 
una marca de heterocromatina que promueve el reclutamiento de las proteínas del grupo Polycomb para el 
silenciamiento génico. Por el contrario, la trimetilación de la lisina 4 (H3K4me3) marca los genes 10
transcripcionalmente activos. Se investigaron luego los perfiles de modificación de histonas en las regiones 
promotoras de cuatro genes, Cx43, Kir2.1, Actc2 y HCN4. Tbx18 es un factor de transcripción que se requiere para 
el desarrollo embrionario del área de la cabeza del nodo sinoauricular. Shox2 es un regulador negativo de Nkx2.5 en 
el seno venoso (como se discutió anteriormente). Tbx3 es un potente regulador de la especialización del nodo 
sinoauricular, con errores de desarrollo resultantes de ya sea la deficiencia o expresión ectópica. Tbx5 es un 15
regulador positivo de Shox2 y Tbx3. Estos genes presentan cambios moleculares y funcionales relevantes en Tbx18-
NRVMs. El nivel de trimetilación en H3K27 indica que Tbx18 aumentó la inactividad de los promotores Cx43, Kir2.1 y 
-SA mientras que alivia su presión epigenética represiva sobre el promotor HCN4 normalizado para controlar. Estos 
resultados se midieron mediante inmunoprecipitación de cromatina seguida por qPCR. Mientras tanto, los niveles de 
H3K4me3 (figura 4C derecha) indican que la proporción de regiones promotoras de HCN4 activas aumentó con la 20
expresión de Tbx18 mientras que las regiones promotoras activas transcripcionalmente de Cx43, Kir2.1 y -SA 
disminuyeron con la expresión de Tbx18. Cx43, Kir2.1 y Actc2 se volvieron epigenéticamente inactivos (H3K27me3 
más alto y H3K4me3 inferior) en Tbx18-NRVMs en comparación con el control (figura 4C). Como resultado, estos 
datos sugieren que la expresión de Tbx18 reduciría una o más de las expresiones Cx43, Kir2.1 y -SA, mientras que 
HCN4 estaría regulada positivamente. Como HCN4 está implicada en señales repetitivas, estos datos son 25
consistentes con la formación de marcapasos biológicos. Además, las modificaciones de la histona de la cromatina 
son consistentes con la reprogramación epigenética duradera en lugar de la reingeniería funcional transitoria. 

En la figura 5, la expresión del péptido natriurético auricular (ANP) en NRVMs se indujo mediante estimulación de 24 
horas con endotelina-1 (100 nM), un vasoconstrictor. Sin embargo, la expresión de ANP inducida se suprimió 
mediante la expresión de Tbx18 (5B, panel inferior) mientras que la GFP no tuvo efecto (5A, panel inferior). Barra de 30
escala: 20 m. Cada uno de estos cambios fenotípicos muestra que las células transducidas con Tbx18 parecen ser 
más del tipo nódulo sinoaricular que los cardiomiocitos que no reciben tratamiento. Esto refleja una reprogramación 
de la célula que es tanto estructural como fisiológica, generando de este modo una célula marcapasos biológica que 
es similar a las células del nódulo sinoauricular.

En varias realizaciones, al menos uno de Cx43, Kir2.1 y Actc2 se pueden convertir en epigenéticamente inactivos en 35
células iSAN en comparación con las células quiescentes. En varias realizaciones, la expresión de -actinina 
sarcomérica en células iSAN puede ser débil en comparación con las células quiescentes. Además, en varias 
realizaciones, las células iSAN pueden presentar desorganización miofibrilar. Solo uno de tales cambios puede 
ocurrir, o combinaciones del mismo pueden ocurrir, dependiendo de la realización; sin embargo, cada uno de los 
anteriores son consistentes con un desplazamiento de una célula hacia un fenotipo tipo nódulo sinoauricular. 40
Además, en varias realizaciones las células marcapasos se generan sin la expresión de alteración inducida de las 
proteínas del canal iónico, cuya introducción genética puede ser contraria a los datos anteriores (por ejemplo, la 
reducción en Kir2.1 que contribuye, al menos en parte, a la formación iSAN, podría ser compensada por la 
introducción genética de canales Kir2.1).

Ejemplo 2: Aplicación in vivo de marcapasos biológicos inducidos por factores de transcripción45

El ejemplo anterior estableció la capacidad de Tbx18 para inducir cambios en la expresión y función de 
genes/proteínas in vitro. De este modo, también se investigó la posibilidad de reprogramar miocitos ventriculares 
adultos en células marcapasos in vivo. Un vector adenoviral que codifica Tbx18 se inyectó directamente y 
focalmente en el ápice de corazones de cobaya. En algunas realizaciones, la inyección será a otras áreas del 
corazón y a veces en varias áreas a la vez. Debe apreciarse que la cobaya es un modelo aceptado para su uso en 50
estudios cardiovasculares, y los datos pueden extrapolarse fácilmente a otros mamíferos, incluido el humano. En 
algunas realizaciones, la administración del vector adenoviral Tbx18 se realizará en diversos corazones de 
mamíferos, incluido el del corazón humano.

Dos o cuatro días después de la inyección en los corazones de cobayas, se verificaron los corazones en busca de 
señales similares a marcapasos que se originaban en el sitio de inyección. Al desacelerar el ritmo sinusal, ninguno 55
de los siete animales de control (inyectados con GFP) presentaba ritmos de escape de complejo amplio, lo que 
indicaría la función del marcapasos (figura 6A izquierda). En las mismas condiciones, 5 de 7 animales inyectados 
con Tbx18 demostraron latidos ventriculares ectópicos frecuentes (complejos QRS más anchos con polaridad 
negativa en electrodo II, Figura 7A) a una velocidad de 40±21 bpm (figura 6B). La tasa de latidos ventriculares 
ectópicos en animales inyectados con Tbx18 el día 3-5 después de la entrega de genes es significativamente mayor 60
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que el control (figura 6B). En algunas realizaciones, la velocidad de latido de las células marcapasos estará entre 
aproximadamente 5% a aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 
25% a aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a 
aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a 
aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a 5
aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos de solapamiento de los 
mismos, de la velocidad de latido normal de las células sanas de marcapasos. Este latido corresponderá a una 
nueva frecuencia cardíaca del mamífero, que incluye al ser humano, de aproximadamente 5% a aproximadamente 
15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a aproximadamente 35%, 
aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a aproximadamente 55%, 10
aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a aproximadamente 75%, 
aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a aproximadamente 95%, 
aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, o los  intervalos de superposición del mismo, del corazón normal. 
El análisis del vector electrocardiográfico reveló que los latidos ectópicos se originaron en el sitio de la inyección del 
gen (ápice) y se propagaron hacia la base (figura 6A, derecha). En contraste, los extraños latidos de escape 15
observados en los controles no se originaron en el sitio de la inyección: eran estrechos y se propagaban hacia el 
ápice desde la unión auriculoventricular (figura 6A, izquierda). De este modo, la transducción in vivo de los 
ventrículos con la actividad de marcapasos ectópico inducida por Tbx18, que indica que Tbx18 se puede utilizar en 
el tratamiento de anormalidades de tejido excitable. En varias realizaciones, Shox2 podría usarse en lugar de o 
además de Tbx18. En varias realizaciones, se seleccionarán uno o más de los siguientes factores de transcripción 20
para su uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. También se apreciará que, en varias realizaciones, las células madre, 
células progenitoras, células somáticas y/o cardiomiocitos se podrían transfectar con genes para los factores de 
transcripción anteriores. A continuación, estas células, después de verificar la generación de actividad de 
marcapasos, se pueden implantar in vivo para tratar anormalidades de tejidos excitables.

Cambios morfológicos25

La fidelidad de la reprogramación se probó expresando Tbx18 en ventrículos de cobaya adulta y comparando las 
propiedades de los miocitos ventriculares transducidos con Tbx18 (Tbx18-VMs) con los de los miocitos ventriculares 
transducidos con GFP (como controles, VMs control) y células SAN nativas. Los adenovirus que expresan 
conjuntamente Tbx18 y GFP, o GFP solo, se inyectaron directamente en el ápice del corazón de cobaya (4 x 107

cfu/corazón). Cinco días después de la inyección, se recogió el corazón y se aislaron los cardiomiocitos del sitio de 30
la inyección del gen.

Las células del nódulo sinoauricular nativas son más pequeñas y delgadas que los miocitos ventriculares no 
transducidos: las proporciones de longitud a ancho (LtW) son iguales a 14.7±1.5 (n = 24) y 7.6±0.7 (n = 9, p <0.05), 
respectivamente. Los miocitos ventriculares control recién aislados mantuvieron su forma nativa (con LtW = 7.4±0.9, 
n = 4); en contraste, los miocitos ventriculares Tbx18 eran más delgados (LtW = 16.0±1.0, n = 12, p <0.05) que los 35
miocitos control ventriculares y con frecuencia tenían forma de huso, reproduciendo las marcas distintivas 
morfológicas de las células SAN. Los miocitos ventriculares control tenían potenciales de reposo estables a -76 mV, 
con potenciales de acción provocados únicamente por la estimulación eléctrica. Por el contrario, Tbx18-VM 
demostró la despolarización diastólica (máximo potencial diastólico = -59 mV) y potenciales de acción espontánea 
activados a 26 bpm. De este modo, las células transducidas con Tbx18 funcionan más como células marcapasos. La 40
capacitancia de células enteras, una medida del tamaño de las células, era más pequeña en los miocitos 
ventriculares Tbx18 que en los miocitos ventriculares control (40.8±3.6 vs. 119±16 pF, respectivamente). Las 
características electrofisiológicas y morfológicas de Tbx18-VM por lo general se asemejan a las de las células SAN 
nativas (figura 8 y 9). Estos datos muestran que la transferencia génica somática de Tbx18 en el ventrículo in vivo 
produjo células SAN inducidas (iSAN) que recapitulan fielmente las propiedades fenotípicas clave de las células 45
SAN genuinas. La reprogramación in situ fue eficaz y rápida en velocidad (tan solo cinco días), ofreciendo un 
enfoque novedoso para crear un marcapasos biológico como alternativa a los dispositivos electrónicos. Los datos 
indican que en varias realizaciones las células iSAN tendrán una proporción de longitud a ancho mayor que los 
miocitos ventriculares no transducidos. En varias realizaciones, esta relación LtW será mayor que aproximadamente 
2, aproximadamente 4, aproximadamente 6, aproximadamente 8, or aproximadamente 10. En varias otras 50
realizaciones, esta relación LtW será aproximadamente igual a 15. En aun realizaciones adicionales, la proporción 
variará desde aproximadamente 10 a aproximadamente 12, aproximadamente 12 a aproximadamente 14, 
aproximadamente 14 a aproximadamente 16, aproximadamente 16 a aproximadamente 20, o mayor. En varias 
realizaciones, otras características fenotípicas de las células iSAN se asemejan a las de las células marcapasos 
nativas (por ejemplo, más de cerca que las células ventriculares no transducidas).55

Ejemplo 3: prueba de transformación somática a somática en lugar de desdiferenciación

Tbx18 es un marcador de progenitores multipotentes en desarrollo cardíaco, y se ha asociado con neoplasia. Se 
sabe que las células madre pluripotentes (embrionarias o inducidas) se diferencian espontáneamente en células 
marcapasos. De este modo, para reducir la preocupación por la neoplasia. se realizaron pruebas para asegurar que 
la transducción de Tbx18 no produjera células marcapasos a través de un estado pluripotente/neoplásico, lo que 60
podría ocurrir al acelerar la desdiferenciación que se sabe que ocurre en los cardiomiocitos cultivados. Sin embargo, 
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los datos presentados en este documento indican que la morfología similar a SAN de Tbx18-VMs no es indicativa de 
regresión inespecífica. Por ejemplo, las VMs adultas desdiferenciadas pierden la forma longitudinal de "ladrillo" y se 
vuelven más bien circulares, similares a sus contrapartes neonatales, pero no se vuelven más delgadas. Además, 
indicando que Tbx18 induce una reingeniería específica en lugar de la reversión a un estado fetal son los siguientes. 
En primer lugar, la desdiferenciación se acompaña de la reexpresión de genes característicos del corazón fetal, que 5
incluyen el péptido natriurético auricular (ANP) y la -actina del esqueleto (SkA). Ni ANP ni SkA se reexpresaron 
en Tbx18-NRVMs (células iSAN); de hecho, la expresión de ANP estaba fuertemente suprimida (figura 5C y 5A, B, 
respectivamente. En segundo lugar, la desdiferenciación acercaría los miocitos transducidos a un estado progenitor 
y mejoraría la expresión de los factores de transcripción ventricular temprana, tales como Nkx2-5. En cambio, Tbx18 
redujo el nivel de transcripción de Nkx2-5 (figura 21), lo que concuerda con la conversión a células marcapasos 10
maduras, pero no con la reversión a un estado fetal. En tercer lugar, si la automaticidad de novo de Tbx18-NRVMs 
fuera una consecuencia de la desdiferenciación a un estado embrionario/fetal, se esperaría que el índice proliferativo 
de esas células aumentara. Esto se debe a que el ventrículo embrionario crece por hiperplasia, una habilidad que se 
desploma después del nacimiento. Por el contrario, la expresión de fosfohistona 3 (H3P, un marcador celular activo 
mitótico) y la incorporación de EdU (un análogo de BrdU, un marcador para la mitosis y la síntesis de ADN naciente) 15
fueron comparables en Tbx18- y GFP-NRVMs (n=3, Figura 5D). Finalmente, se espera que la reversión a un estado 
embrionario requiera cambios epigenéticos extensos. La investigación de 84 genes relacionados con la 
remodelación de la cromatina identificó solo diferencias globales menores entre Tbx18-NRVMs y GFP-NRVMs 
(figura 5E-H). Además, la expresión de investigación de 84 genes relacionados con la raíz verificó que los Tbx18-
NRVMs permanecieron diferenciados sin un aumento discernible en los factores de vástagos 2-4 días después de la 20
transducción (figura 10A). Estos hallazgos contrastaron marcadamente con el aumento de vástagos y la 
diferenciación disminuida observada en las células madre pluripotentes inducidas en relación con sus fibroblastos 
dérmicos originales (figura 10B). A la luz de los cambios epigenéticos específicos relacionados con el gen (figura 
4C), se concluyó que la actividad de marcapasos de novo en Tbx18-NRVMs surge de la reprogramación somática 
directa sin desdiferenciación a un estado progenitor. Los cambios de pliegue en genes específicos se representan 25
como gráficos de barras para Tbx18 (con respecto a GFP) e iPSCs (con respecto a fibroblastos originales) en la 
figura 10C y la figura 10D, respectivamente. Se apreciará que, en varias realizaciones, podría usarse Shox2 en lugar 
de o en conjunción con Tbx18. En varias realizaciones, se seleccionarán uno o más de los siguientes factores de 
transcripción para usar para lograr la transdiferenciación: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5.

A partir de estos datos, se apreciará que, en varias realizaciones, las células quiescentes se diferenciarán por 30
transducción a las células iSAN sin desdiferenciarse primero a un estado embrionario/fetal. De este modo, en varias 
realizaciones, las células iSAN pueden presentar una morfología similar a la de las células SAN nativas consistentes 
con la conversión de células quiescentes a células iSAN sin desdiferenciación. Asimismo, en varias realizaciones, la 
expresión de ANP y SkA se suprimirá en las células iSAN. Adicionalmente, en varias realizaciones, las células 
iSAN pueden mostrar niveles de transcripción de Nkx2.5 similares a los de las células marcapasos nativas maduras. 35
En varias realizaciones, las células iSAN permanecerán diferenciadas sin ningún aumento discernible en los factores 
de vástago. En varias realizaciones, esta transdiferenciación puede ocurrir in vitro, mientras que en otras 
realizaciones esta transdiferenciación puede ocurrir in vivo. En varias realizaciones, las células quiescentes serán 
mamíferas, incluyendo varias realizaciones en las que la célula inactiva es humana.

Ejemplo 4: diferenciación de células madre embrionarias usando Shox2 a un fenotipo de marcapasos40

Las células madre embrionarias pueden diferenciarse espontáneamente en agregados heterogéneos de 
cardiomiocitos con propiedades auriculares, ventriculares y de marcapasos. De este modo, se realizaron 
experimentos para comprobar si las células madre embrionarias podían estar sesgadas desde la cardiogénesis 
aleatoria hacia un fenotipo de marcapasos dominante. Shox2 es un factor de transcripción embrionario esencial para 
el diseño de las células marcapasos en el nódulo sinoauricular. Usando la sobreexpresión de Shox2, el programa de 45
desarrollo para las células madre embrionarias se inclinó y dominó hacia los miocitos marcapasos. Se apreciará que, 
en varias realizaciones, Tbx18 se podría usar en lugar de o en conjugación con Shox2. En varias realizaciones, uno 
o más de los siguientes factores de transcripción se podrían seleccionar para su uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5.

Resultados:

Se cultivaron células madre embrionarias de ratón en una capa de alimentación de MEFs. La formación del cuerpo 50
embrioide se cultivó usando métodos establecidos de cultivo de gota pendiente. El día 3, se realizó el cultivo de 
cuerpos embrioides. El día 6, se realizó la siembra en placas de cuerpos embrioides en placas de cultivo tisular 
(figura 11).

Se midieron los niveles endógenos del ARN del factor de transcripción en varios puntos de tiempo. Como se 
muestra en la figura 12, los niveles endógenos de ARN de Tbx18 aumentaron bruscamente tras la formación de los 55
cuerpos embrioides y se nivelaron después de la siembra en placas de los cuerpos embrioides. Sin embargo, el 
ARN de Tbx3 endógeno disminuyó en relación con las células madre embrionarias de ratón. La figura 13 muestra la 
administración de vectores de expresión Shox2. Como se muestra en el gráfico en 13B, el nivel de ARNm en 
relación con las células madre embrionarias de ratón control aumentó después de la tercera administración de vector 
Shox2 a niveles más altos que las células madre embrionarias de ratón de control.60
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La sobreexpresión transitoria de Shox2 en células madre embrionarias aumentó la cantidad de cuerpos embrioides 
de latido espontáneo en 8 veces (80±27%) en comparación con el control (9±6%) (figura 14A). Dentro de cada 
cuerpo embrioide de latido, se encontraron dos focos de latido (2.1±0.8 por cuerpo embriode) en los cuerpos Shox2-
embrioides en comparación con el control (1.0±0.6 por cuerpo embrioide) (figura 14B). El intercambiador Na+/Ca2+

(NCX1) y HCN4 son importantes para la electrofisiología de los marcapasos. Como se muestra en la figura 15, el 5
nivel de proteína de HCN4 estaba regulado positivamente en todas las etapas de diferenciación, con expresión 
aumentada de la superficie celular en cuerpos Shox2-embrioides. La obtención de imágenes confocales en la figura 
16 también muestra un aumento en la expresión de HCN4 en relación con las células control de GFP. El nivel de 
proteína NCX1 aumentó > 6 veces en cuerpos Shox2-embrioides en comparación con el control en las etapas 
temprana y tardía de diferenciación (figura 17). Este nivel comenzó a disminuir y el día 14 después de la última 10
administración del gen Shox2, el NCX1 fue 1.4 veces mayor que el control. Los potenciales de acción se propagan 
principalmente por conexina (Cx)45 pero no Cx43 en el nodo sinoauricular, que se refleja en el miocardio 
auricular/ventricular, la sobreexpresión de Shox2 condujo a un aumento en los niveles de transcripción (~1.5 veces) 
y proteína (-3 veces) de Cx45. Por el contrario, los niveles de transcripción y proteína Cx43 se redujeron en cuerpos 
de embrioides Shox2 en 33±5% y 30±10%, respectivamente, en comparación con el control (figura 20). Esta 15
disminución en la transcripción de Cx43 se mantuvo por debajo del control durante el período de tiempo de 14 días 
del experimento (figura 21A). Por el contrario, Cx45 permaneció aumentado con respecto al control hasta el día 14, 
con una disminución en el día 7 después de la administración del vector Shox2 (figura 21B). El nivel aumentado de 
expresión de HCN4 y Cx45 también es evidente a partir de imágenes confocales de células que se transdujeron 
(figura 22). La expresión de Shox2 después de la transfección también permaneció a niveles elevados con respecto 20
a las células de control transfectadas con HMBS y GFP (figura 23). El ARNm de hShox2 disminuyó después de la 
transducción del gen Shox2, que finalmente cayó por debajo del nivel de las células de control. Los niveles de 
ARNm de Tbx18 y Tbx3 en relación con HMBS se muestran en la figura 24. Estos datos sugieren que Shox2 
exógeno indujo un aumento en Shox2 endógeno que dio lugar a cambios de expresión en una variedad de genes 
que sugieren la generación de marcapasos. Por ejemplo, se sabe que HCN4 es importante para la función de 25
marcapasos y su regulación positiva de las células transducidas indica que i) están tomando características de 
marcapasos debido a Shox2 y/o, ii) pueden ser útiles como células marcapasos biológicas (por ejemplo, células 
trasplantadas). Además, la regulación positiva de Cx45, que es principalmente responsable de la propagación de los 
potenciales de acción, indica que estas células madre transducidas por Shox2 estaban sesgadas en su 
diferenciación hacia un linaje de marcapasos. Como tales, estos datos indican que Shox2 (solo, como se prueba en 30
este documento, o en combinación con otros factores de transcripción, por ejemplo, Tbx18) son útiles en la 
generación in vivo y/o in vitro de células marcapasos biológicas.

La sobreexpresión de Shox2 predispone la diferenciación de células madre embrionarias singularmente hacia más 
células marcapasos, expresión aumentada de NCX1, HCN4, Cx45 y Cx43 regulado negativamente. Todas estas 
características son marcas distintivas de la biología de células nodales SA. En varias realizaciones, se seleccionarán 35
uno o más de los siguientes factores de transcripción para usar en la diferenciación de células madre embrionarias: 
Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. Además, se apreciará que el uso de células madre multipotentes y/u otras células 
madre pluripotentes también proporcionará marcas distintivas de la biología de la célula ganglionar y/o la función del 
marcapasos cuando se contacta con uno o más de los factores de transcripción descritos en este documento. Los 
datos proporcionan una plataforma novedosa y eficiente para desarrollar marcapasos biológicos a partir de células 40
pluripotentes.

Ejemplo 5: la automaticidad de novo responde a la regulación autonómica in vitro y en el corazón perfundido intacto

Las células marcapasos SAN responden a las entradas autónomas con tasas de activación alteradas. Para evaluar 
las respuestas adrenérgicas y muscarínicas en células iSAN, Tbx18 y GFP-NRVMs se sembraron en placas en 
matrices multielectrodo (MEA) para hacer el registro de potenciales de campo extracelulares de células de latido 45
espontáneo (figura 25A). La estimulación beta-adrenérgica (con isoproterenol 1 M) aumentó las tasas de activación 
de Tbx18-NRVMs de 101±30 bpm a 183±44 bpm (n = 12, p <0.05). La exposición posterior a un agonista colinérgico, 
acetilcolina (1 M), suprimió la velocidad a 69±33 bpm (n = 12, p <0.05, figura 25B, C). En contraste, los GFP-NRVM 
presentaron una velocidad de latido espontáneo muy lenta que cambió poco con isoproterenol o acetilcolina (figura 
25B, C). La inmunotinción confirmó la expresión prominente de los receptores -adrenérgicos y el receptor 50
muscarínico tipo 2 en Tbx18-NRVMs (figura 25D). De este modo, Tbx18-NRVMs responden apropiadamente a los 
estímulos adrenérgicos y muscarínicos.

Se creó un modelo de enfermedad del bloqueo auriculoventricular (AV), que es una indicación común para la 
colocación de un marcapasos electrónico, para investigar la regulación autónoma de marcapasos biológicos 
inducidos en el corazón intacto. Los registros electrocardiográficos de los corazones palpitantes, perfundidos ex vivo 55
(figura 28), revelaron latidos ventriculares ectópicos en 8 de 8 corazones inyectados con Tbx18, a una velocidad de 
154 ± 6 bpm. La polaridad y morfología de los latidos ectópicos fue idéntica a la de los latidos estimulados por 
electrodos en la ubicación de la inyección transgénica (figura 25E), que vincula el origen de los latidos ectópicos con 
el sitio de la transducción de Tbx18. Por el contrario, la mayoría de los corazones de control mostraron un ritmo de 
escape de unión del QRS estrecho a una velocidad promedio de 120 ± 7 bpm (n = 7/10), que se originó en el 60
extremo opuesto del ventrículo (figura 25F). Los corazones inyectados con Tbx18 respondieron bien a la regulación 
autonómica; La estimulación -adrenérgica seguida de supresión colinérgica aumentó y luego disminuyó la 
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frecuencia cardíaca a 235 ± 19 y luego a 150 ± 23 bpm, respectivamente (n = 7, Figura 25G). Colectivamente, los 
datos demuestran que las células Tbx18-NRVMs responden a la regulación autonómica in vitro y en el corazón 
intacto con la cronotropía apropiada.

Se debe apreciar que, en varias realizaciones, podría usarse Shox2 en lugar de o en conjugación con Tbx18. En 
varias realizaciones, uno o más de los siguientes factores de transcripción se podrían seleccionar para su uso: 5
Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. En varias realizaciones, las células iSAN pueden generar latidos ventriculares 
ectópicos. En varias realizaciones, las células Tbx18-NRVMs (células iSAN) pueden responder a la regulación 
autónoma para alterar los latidos ectópicos de estimulación de una manera sustancialmente similar a las células 
SAN naturales. De este modo, en varias realizaciones, las células iSAN responderán a la regulación autónoma tal 
como la estimulación -adrenérgica y la supresión colinérgica in vivo. En varias otras realizaciones, las células iSAN 10
convertidas a partir de células quiescentes in vitro pueden ser capaces de responder a la regulación autónoma. En 
varias realizaciones, las células iSAN pueden generar pulsaciones ectópicas a un ritmo controlado por regulación 
autónoma. Se debe apreciar que en varias realizaciones en las que las células iSAN responden a la regulación 
autónoma, las células iSAN pueden funcionar para tratar una arritmia cardíaca en un paciente que padece dicha 
arritmia. En varias realizaciones, las células iSAN que responden a la regulación autónoma pueden reemplazar o 15
complementar dispositivos electrónicos de marcapasos en un paciente.

Ejemplo 6: El fenotipo de marcapasos inducido no depende de la expresión continua de la transcripción de Tbx 18

Las células reprogramadas permanecen alteradas sin expresión de factor de transcripción sostenida. Con el fin de 
investigar la persistencia del fenotipo SAN, las Tbx18-VMs se aislaron 6-8 semanas después de la transferencia 
génica inicial in vivo, y los niveles de transcripción de Tbx18 se cuantificaron mediante RT-PCR cuantitativa de una 20
sola célula. Las transcripciones de Tbx18 presentaron un amplio rango de detección dinámica en Tbx18-VMs 
aisladas solo 3 días después de la transferencia génica in vivo (figura 26A, panel inferior). Para examinar la 
durabilidad de la conversión a las células marcapasos tipo SAN, se examinaron 5 miocitos ventriculares de latido 
espontáneo (114±10 bpm, identificados mediante grabación de video de células vivas o parche-pinza de células 
enteras) aislados 6-8 semanas después de la transferencia génica in vivo. Los conjuntos de cebadores de PCR se 25
diseñaron para detectar Tbx18, troponina T cardiaca (TnT2, para verificar la identidad de los cardiomiocitos) y 
GAPDH. Los niveles de transcripción de Tbx18 en 4 de los 5 miocitos de latido espontáneo fueron insignificantes 
(figura 26B, célula 1, 2, 3 y 4, panel inferior), cerca del nivel de control negativo (figura 26C) en miocitos ventriculares 
que expresan GFP solo. Tomando la proporción entre la longitud y el ancho de la célula (L-a-W) como el criterio, se 
examinó el porcentaje de Tbx18-VMs similares a SAN (células iSAN) hasta seis semanas después de la 30
transferencia génica inicial. Una proporción significativa de células iSAN persiste, aunque el porcentaje tiende a 
disminuir con el tiempo (figura 9C). Por lo tanto, en varias realizaciones, los efectos positivos persistentes debidos a 
la administración de células iSAN (por ejemplo, para tratar la arritmia cardíaca) persisten durante un período de 
tiempo prolongado después de la administración. Por ejemplo, en varias realizaciones, los efectos duran desde 
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 3 a aproximadamente 5 semanas, 35
aproximadamente 4 a aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 5 a aproximadamente 7 semanas, 
aproximadamente 6 a aproximadamente 8 semanas, después de la administración, y los intervalos superpuestos del 
mismo. En varias realizaciones, se realizan periodos de persistencia más largos, dependiendo de la realización. 

Se examinó la persistencia del fenotipo de marcapasos inducido más allá de los primeros días de transducción 
usando el modelo de bloque AV perfusionado de corazón intacto. Tres a cuatro semanas después de la 40
transferencia génica, los corazones inyectados con Tbx18 demostraron ritmo idioventricular ectópico a 165±14 bpm 
(n = 3/3, figura 29A), con electrocardiogramas consistentes con estimulación biológica del sitio de inyección de 
Tbx18 (figura 29B). Además, estos corazones respondieron a la regulación autonómica (figura 29C) de forma similar 
a los corazones inyectados con Tbx18 a corto plazo (figura 25G). Tomados en conjunto, los datos indican que las 
células tipo SAN mantienen la función del marcapasos incluso después de que la expresión exógena de Tbx18 ha 45
disminuido, lo que indica una reprogramación genuina.

A partir de estos datos, debe apreciarse que en varias realizaciones las células iSAN no continuarán expresando 
Tbx18 después de la conversión de células quiescentes a células similares a marcapasos. De este modo, en varias 
realizaciones, debe apreciarse que una administración única de Tbx18 a las células quiescentes puede ser suficiente 
para convertir las células quiescentes en células iSAN y para que las células iSAN mantengan su función de 50
marcapasos durante un período de al menos 6-8 semanas in vivo incluso si la expresión de Tbx18 disminuye en las 
células iSAN. En algunas realizaciones, este período durante el cual las células iSAN convertidas mantienen la 
función de marcapasos podría ser un período de menos de 6 semanas. En algunas realizaciones, este período 
podría ser un período de más de 8 semanas. En algunas realizaciones, puede administrarse más de una 
administración de transcrito de Tbx18 a las células quiescentes. Además, debe apreciarse que, en varias 55
realizaciones, podría usarse Shox2 en lugar de o en conjugación con Tbx18. En varias realizaciones, uno o más de 
los siguientes factores de transcripción se podrían seleccionar para su uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5 y/o 
fragmentos funcionales o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, la administración del factor de 
transcripción o factores de transcripción podría ocurrir in vitro. Se apreciará que en varias realizaciones la capacidad 
de la célula iSAN para generar un ritmo ectópico después de la expresión de Tbx18 en la célula iSAN ha disminuido, 60
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indica que la célula iSAN puede ser apropiada para reemplazar o complementar un marcapasos electrónico en un 
sujeto con una arritmia cardiaca o actuar para tratar dicha arritmia cardiaca en dicho sujeto.

Aunque las realizaciones de las invenciones se han descrito en el contexto de ciertas realizaciones preferidas y 
ejemplos, los expertos en el arte entenderán que la presente invención se extiende más allá de las realizaciones 
descritas específicamente a otras realizaciones alternativas y/o usos de las invenciones y modificaciones obvias y 5
equivalentes de las mismas. Además, aunque se han mostrado y descrito en detalle varias variaciones de las 
invenciones, otras modificaciones, que están dentro del alcance de la invención, serán fácilmente evidentes para los 
expertos en el arte en base a esta divulgación. También se contempla que se pueden hacer diversas combinaciones 
o subcombinaciones de las características y aspectos específicos de las realizaciones y que aún estén dentro de 
una o más de las invenciones. Además, la divulgación en este documento de cualquier característica particular, 10
aspecto, método, propiedad, característica, calidad, atributo, elemento o similar en conexión con una realización se 
puede usar en todas las demás realizaciones expuestas en este documento. De acuerdo con lo anterior, se debe 
entender que diversas características y aspectos de las realizaciones descritas se pueden combinar o sustituir entre 
sí con el fin de formar modos variables de las invenciones descritas. Para todas las realizaciones descritas en este 
documento, las etapas de los métodos no necesitan realizarse secuencialmente. De este modo, se pretende que el 15
alcance de las invenciones en este documento descritas no esté limitado por las realizaciones descritas particulares 
descritas anteriormente.

SEQ ID No. 1 - Homo sapiens T-box 3 (TBX3), variante de transcripción 1, ARNm Número de acceso -
NM_005996.3
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SEQ ID. No. 2 - Homo sapiens T-box 3 (TBX3), variante de transcripción 2, ARNm Número de acceso -
NM_016569.3|
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SEQ ID No. 3 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 1, ARNm Número de acceso -
NM_000192.3
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SEQ ID NO. 4 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 2, ARNm Número de acceso -
NM_080718.1

SEQ ID No. 5 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 3, ARNm Número de acceso -5
NM_080717.21
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SEQ ID No. 6 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 4, ARNm Número de acceso -
NM_181486.1
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SEQ ID No. 7 - Homo sapiens T-box 18 (TBX18), ARNm Número de acceso - NM_001080508.1
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SEQ ID No. 8 - Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripción 1, ARNm Número de 
acceso - NM_003030.4
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SEQ ID No. 9 - Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripción 2, ARNm Número de 
acceso - NM_006884.3
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SEQ ID No. 10 - Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripción 3, ARNm Número de 
acceso - NM_001163678.1
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<210> 2

<211> 4814

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>5

<221> características_misc

<223> Homo sapiens T-box 3 (TBX3), variante de transcripción 2

<220>

<221> características_misc

<223> Número de acceso - NM_016569.310

<400> 2
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<210> 3

<211> 3921

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<220>
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<221> características_misc

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 1

<220>

<221> características_misc

<223> Número de acceso - NM_000192.35

<400> 3
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<210> 4

<211> 1050

<212> ADN5

<213> Homo sapiens

<220>

<221> características_misc

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 2

<220>10

<221> características_misc

<223> Número de acceso - NM_080718.1

<400> 4
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<210> 5

<211> 3736

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<220>

<221> características_misc

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 3

<220>

<221> características_misc10

<223> Número de acceso - NM_080717.2

<400> 5

E12847179
27-08-2018ES 2 685 319 T3

 



51

E12847179
27-08-2018ES 2 685 319 T3

 



52

E12847179
27-08-2018ES 2 685 319 T3

 



53

<210> 6

<211> 3749

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<220>

<221> características_misc

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripción 4

<220>

<221> características_misc10

<223> Número de acceso - NM_181486.1

<400> 6
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<210> 7

<211> 4070

<212> ADN

<213> Homo sapiens5

<220>

<221> características_misc

<223> Homo sapiens T-box 18 (TBX18)

<220>

<221> características_misc10

<223> Número de acceso - NM_001080508.1

<400> 7

E12847179
27-08-2018ES 2 685 319 T3

 



57

E12847179
27-08-2018ES 2 685 319 T3

 



58

E12847179
27-08-2018ES 2 685 319 T3

 



59

<210> 8
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<211> 3233

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> características_misc5

<223> sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripción 1

<220>

<221> características_misc

<223> Número de acceso - NM_003030.4

<400> 810
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<210> 9

<211> 3161

<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<220>

<221> características_misc

<223> Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripción 2

<220>5

<221> características_misc

<223> Número de acceso - NM_006884.3

<400> 9
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<210> 10

<211> 3125

<212> ADN

<213> Homo sapiens5
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<220>

<221> características_misc

<223> Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripción 3

<220>

<221> características_misc5

<223> Número de acceso - NM_001163678.1

<400> 10
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REIVINDICACIONES

1. Una composición que comprende Tbxl8 o fragmentos funcionales del mismo capaces de convertir células 
quiescentes o células madre en células marcapasos para su uso como medicamento para tratar a un sujeto afectado 
con una afección seleccionada del grupo que consiste en arritmia cardíaca, síndrome del seno enfermo, bloqueo AV, 
bradicardia, taquicardia o insuficiencia cardíaca.5

2. Una composición que comprende un sistema de administración de ADN; comprendiendo dicho sistema de 
administración un polinucleótido que codifica Tbxl8 o un fragmento funcional del mismo capaz de convertir células 
quiescentes o células madre en células marcapasos, para uso como medicamento para tratar un sujeto que tiene 
una afección seleccionada de arritmia cardíaca, síndrome del seno enfermo, bloqueo AV, bradicardia, taquicardia o 
insuficiencia cardíaca.10

3. La composición según la reivindicación 2, en la que el sistema de administración de ADN comprende un vector 
viral.

4. La composición según la reivindicación 3, en la que el vector viral se selecciona del grupo que consiste en 
adenovirus, virus adenoasociado, lentivirus, retrovirus, HJV, HIV y HSV.

5. La composición según la reivindicación 4, en la que el vector viral es un adenovirus y comprende los siguientes 15
componentes enlazados operativamente en secuencia:

una primera secuencia de repetición terminal invertida (ITR);

un primer sitio lox P;

un sitio de empaque (, psi);

un promotor de citomegalovirus;20

una secuencia que codifica Tbxl8;

un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES);

una señal de poliadenilación (An);

un segundo sitio lox P;

una secuencia que codifica los genes de región temprana 2 y región temprana 4 de adenovirus; y25

una segunda secuencia de repetición invertida (ITR).

6. La composición según la reivindicación 2 en la que el sistema de administración de ADN comprende un vector no 
viral que se puede seleccionar de uno o más de: vectores liposomales, unos polímeros catiónicos, y/o polímeros de 
unión a ADN o en la que el sistema de administración de ADN comprende ADN desnudo.

7. La composición según cualquier reivindicación precedente, en la que dicha afección se debe a una arritmia 30
cardíaca.

8. Un método in vitro de generación de un marcapasos biológico usando Tbx18 o fragmentos funcionales del mismo 
capaz de convertir células quiescentes o células madre para células marcapasos, y para modificar la actividad 
eléctrica del tejido cardíaco derivada de un sujeto que comprende:

administrar Tbxl8 o un fragmento funcional del mismo, a células quiescentes para generar células tratadas,35

en el que las células quiescentes se han obtenido de un sujeto que tiene tejido cardíaco que presenta actividad 
eléctrica anormal y dicho tejido cardíaco comprende células quiescentes;

en el que las células quiescentes comprenden uno o más de cardiomiocitos y células madre y no presentan actividad 
eléctrica espontánea y repetitiva; y

en el que las células tratadas presentan actividad eléctrica repetitiva espontánea, modificando así la actividad 40
eléctrica del tejido cardíaco de dicho sujeto.

9. El método de la reivindicación 8, en el que las células tratadas presentan:

(i) una morfología de longitud a ancho sustancialmente similar a una morfología de longitud a ancho de células SAN 
nativas y la relación de longitud a ancho puede ser al menos aproximadamente 10; o

(ii) un aumento en las oscilaciones espontáneas de Ca2+ intracelular.45
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10. El método de la reivindicación 8, en el que dicha actividad eléctrica espontánea y repetitiva aumenta en 
respuesta a la estimulación -adrenérgica.

11. El método de la reivindicación 8, en el que las células convertidas no expresan el péptido natriurético auricular 
(ANP) o la -actina esquelética (SkA).

12. Un método in vitro para convertir una población de células madre mediante el uso de Tbx18 o fragmentos 5
funcionales del mismo capaces de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos, en células 
apropiadas para la generación de un marcapasos biológico, que comprende:

cultivo de una población de células madre in vitro;

en el que dichas células madre cultivadas comprenden células quiescentes que no presentan actividad eléctrica 
repetitiva espontánea;10

administración de uno o más factores de transcripción a dichas células quiescentes para generar células 
convertidas,

en el que las células convertidas presentan actividad eléctrica espontánea y repetitiva; convirtiendo así dichas 
células madre en células capaces de generar un marcapasos biológico.

13. Un método según la reivindicación 12, en el que dicha administración comprende administrar a dichas células 15
quiescentes un sistema de administración de ADN que comprende un polinucleótido que codifica dichos uno o más 
factores de transcripción.

14. El método de la reivindicación 13, en el que el sistema de administración de ADN es una composición definida 
por cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

15. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el sujeto y/o las células madre son 20
mamíferos y preferiblemente humanos

16. Una composición que comprende células convertidas según el método de una cualquiera de las reivindicaciones 
12 a 15 para usar en el tratamiento de un sujeto que padece una disfunción en la actividad eléctrica cardíaca, en el 
que dichas células convertidas presentan actividad eléctrica espontánea y repetitiva, tratando así dicha disfunción en 
la actividad eléctrica cardíaca.25

17. La composición para su uso según la reivindicación 16 para uso en un sujeto que tiene un marcapasos 
implantado.

18. La composición para su uso según cualquier reivindicación precedente, en la que dicho sujeto padece una 
afección seleccionada del grupo que consiste en arritmia cardíaca, síndrome del seno enfermo, bradicardia sinusal, 
síndrome de taquicardia-bradicardia, bloqueo auriculoventricular e insuficiencia cardíaca.30

19. La composición para su uso según cualquier reivindicación anterior para la administración a un sitio seleccionado 
del grupo que consiste en el ápice del corazón, la rama derecha del haz de His, la rama izquierda del haz de His, las 
fibras de Purkinje, el tabique interventricular, la pared libre del ventrículo derecho, la pared libre del ventrículo 
izquierdo, el nódulo SA, el nódulo AV, el ventrículo derecho o a través de la aurícula derecha.

20. Una población de células con actividad eléctrica espontánea y repetitiva para la generación de un marcapasos 35
biológico que comprende:

una pluralidad de células madre, en las que las células madre se han puesto en contacto con Tbx18 o un fragmento 
funcional del mismo capaz de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos,

en el que dichos uno o más factores de transcripción inducen un aumento en la actividad eléctrica espontánea y 
repetitiva de dichas células,40

en el que dicho aumento en la actividad eléctrica espontánea y repetitiva de dichas células es capaz de generar una 
contracción ectópica de dichas células, y

en el que dichas células madre son apropiadas para la administración a un sujeto que necesita una función de 
marcapasos biológico.

21. La población de células de la reivindicación 20, en la que las células madre se seleccionan del grupo que 45
consiste en células madre embrionarias, células madre no embrionarias, células madre derivadas de médula ósea, 
células madre derivadas de tejido adiposo, células madre pluripotentes inducidas y células madre cardíacas.
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