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DESCRIPCIÓN

Vectores AAV para terapia génica vascular en cardiopatía coronaria e isquemia periférica

Campo de la invención5

La invención se encuentra en el campo de la terapia génica. Más específicamente, la invención trata la provisión de 
una terapia génica para cardiopatía coronaria e isquemia periférica en mamíferos.

Antecedentes10

La cardiopatía coronaria es en los países industrializados, a pesar de una terapia mejorada como la 
revascularización de un vaso coronario ocluido, ahora como antes, la principal causa de muerte (Lloyd-Jones et al., 
Circulation 2010, 121:e46-e215). Además de la manifestación de la cardiopatía coronaria como infarto de miocardio 
agudo, la oclusión lenta crónica de un vaso coronario también puede conducir a isquemia miocárdica, que en la 15
evolución lleva a una insuficiencia cardiaca hasta fallo cardiaco (Suero et al., J Am Coll Cardiol 2001, 38:409-14).

La enfermedad isquémica crónica del músculo cardiaco o músculo periférico se trata actualmente mediante medidas 
quirúrgicas o intervencionistas, para revascularizar redes vasculares estrechadas u ocluidas. Aunque en los últimos 
años pudo mejorarse claramente la terapia medicamentosa después de reabrir el vaso cerrado y, por lo tanto, la 20
supervivencia libre de eventos de los pacientes, algunos pacientes aún desarrollan una insuficiencia cardiaca (Levy 
et al., N Engl J Med 2002, 347:1397-402). En una población de pacientes creciente, estrategias terapéuticas 
convencionales están agotadas y se esperan beneficios clínicos de terapias de neovascularización adyuvantes 
(angiogénesis/arteriogénesis).

25
Estudios preclínicos (Kupatt et al., J Am Coll Cardiol 2010, 56: 414-22) y estudios clínicos anteriores (Rissanen y 
Ylä-Herttuala, Mol Ther 2007, 15: 1233-47) no pudieron demostrar un aumento de la perfusión, cuando la 
angiogénesis (crecimiento capilar) se forzaba en ausencia de maduración microvascular, es decir, reclutamiento de 
pericitos y células de músculo liso (Jain, Nat Med 2003, 9:685-693; Potente et al., Cell 2011, 146:873-887). Además, 
la angiogénesis (crecimiento colateral), un elemento esencial de mejora del flujo, no prolongó el tiempo de marcha 30
en pacientes con isquemia de las extremidades crítica, cuando se empleó tratamiento de apoyo de GM-CSF sin 
inducción del crecimiento y estabilización microvascular (van Royen et al., Circulation 2005, 112:1040-6). En 
contraposición a esto, la colateralización adaptativa (Schierling et al., J Vasc Res 2009, 46:365-374,) tuvo lugar 
cuando se combinó un factor proangiogénico como VEGF-A con los factores de maduración PDGF-B (Kupatt et al., J 
Am Coll Cardiol 2010, 56:414-22) o angiopoyetina-1 (Smith et al., J Am Coll Cardiol 2012, 59: 1320-8). Por otro lado, 35
la inhibición de señalización de NF-κB, que inhibe la expresión de VEGF-A y PDGF-B, llevó a una red colateral 
hiperramificada e inmadura (Tirziu et al., Circulation 2012, 126:2589-600). En consecuencia, es necesario un 
aumento de microvasos estables y regulados para inducir neovascularización funcional.

La supervivencia libre de eventos de los pacientes podría mejorarse claramente mediante una terapia génica para la 40
angiogénesis, arteriogénesis y la función cardiaca mejorada. Sin embargo, para ello es necesario usar el vector de 
terapia génica correcto y las moléculas diana correctas. La presente invención resuelve este problema 
proporcionando vectores AAV para la terapia génica vascular en la cardiopatía coronaria.

Hinkel et al. (Cardiovasc. Res. 2012, 93(S1):S117) divulga vectores AAV que codifican timosina B4 para el 45
tratamiento de miocardiopatía isquémica.

SUMARIO

En una forma de realización, la invención se refiere a un vector viral adenoasociado (vector AAV) que comprende un 50
gen que codifica para un factor de transcripción relacionado con miocardina A (MRTF-A).

El vector AAV puede ser AAV2/9 o un vector AAV pseudotipado con proteínas de envuelta de AAV9, 
preferentemente AAV2.9, AAV1.9 o AAV6.9.

55
En una forma de realización, el gen se encuentra bajo el control de un promotor cardioespecífico. En una forma de 
realización, el gen se encuentra bajo el control de un promotor de CMV, de un promotor de MRC2, de un promotor 
de MyoD o de un promotor de troponina.

Además, la invención se refiere también a una composición farmacéutica que comprende un vector AAV de acuerdo 60
con la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable.

La invención comprende también un vector AAV de acuerdo con la invención o una composición farmacéutica de 
acuerdo con la invención para su uso como medicamento. En una forma de realización, el vector AAV de acuerdo 
con la invención o la composición farmacéutica de acuerdo con la invención sirve para su uso en el tratamiento de 65
cardiopatía coronaria o isquemia periférica en un mamífero, preferentemente en un ser humano, un ratón, un conejo 
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o un cerdo. La cardiopatía coronaria puede ser un infarto de miocardio agudo, isquemia miocárdica, angina de pecho 
estable y/o miocardio hibernante.

En una forma de realización, el mamífero es un paciente humano sin opción.
5

Descripción de las figuras

Figura 1: Angiogénesis inducida mediante activación de MRTF y translocación en el núcleo celular a través de 
activación de CCN1 y CCN2
(a,b) La transfección con MRTF-A aumentó la migración de células endoteliales en una prueba de rascado de 10
herida in vitro (área delimitada = área descubierta); y (c,d) Formación de tubos de células endoteliales 
microvasculares humanas (HMEC) in vitro (lpf = campo de baja potencia). La sobreexpresión de Tβ4 mostró 
efectos similares, si no se administró conjuntamente ARNhc de MRTF o se usó un mutante de Tβ4 (Tß4m), que 
carece del motivo de unión de actina G KLKKTET (barra de tamaño: 200 µm). (e) La transfección de Tβ4 de 
células HL-1 miocíticas permitió la translocación al núcleo celular (fluorescencia azul) de MRTF-A (fluorescencia 15
verde), un efecto que faltó cuando el constructo de Tβ4m se usó sin el sitio de unión a actina G (barra de 
tamaño: 20 µm). (f) La transfección de Tβ4 de células HL-1 indujo un indicador de luciferasa sensible a MRTF-
SRF (que comprende tres copias del sitio de unión a SRF c-fos = p3DA.Luc, véase Posern et al., Mol. Biol. Cell 
2002, 13:4167-78), en contraposición a la transfección con mutante de Tβ4. (g) La formación de tubos inducida 
por Tβ4 se eliminó en el caso de cotransfección de ARNhc del gen objetivo de MRTF-SRF CCN1 (Cyr61) (barra 20
de tamaño: 200 µm). (h,i) Maduración de tubos, evaluado como reclutamiento de pericitos (PC, fluorescencia 
verde) en anillos endoteliales (anillos EC, fluorescencia roja; barra de tamaño: 200 µm), se indujo mediante 
MRTF-A y Tβ4. La cotransfección de ARNhc contra el gen objetivo MRTF CCN2 (CTGF) eliminó el efecto de Tβ4 
(promedio ± desviación estándar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

25
Figura 2: La cascada de señalización de Tβ4-MRTF-A induce angiogénesis in vitro
(a) La transfección de Tβ4 de células HL-1 de cardiomiocitos permite la translocación de MRTF en el núcleo 
celular, un efecto que falta cuando se usó un constructo de Tβ4m sin sitio de unión a actina. (b) El análisis del 
nivel de proteína de MRTF-A en el núcleo celular por medio de inmunotransferencia de tipo Western mostró un 
nivel de proteína de MRTF-A elevado después de la sobreexpresión de Tβ4 en células HL-1. Tβ4m no aumentó 30
el nivel de MRTF-A. (c,d) qRT-PCR muestra que CCN1/2-ARNhc evitó el enriquecimiento de transcritos de 
CCNl/2 después de la expresión de Tβ4. (e,f) Las células HL-1 cardiomiocíticas transducidas con rAAV.Tβ4 
indujeron angiogénesis (formación de tubos) en células endoteliales cocultivadas con células HL-1, cuando no se 
cotransdujo ningún ARNhc de MRTF, mientras que rAAV.Tβ4m no tuvo ningún efecto (barra de tamaño: 
200 µm). (g,h) Los niveles de expresión de ARNm de MRTF-A- (g) así como los niveles de proteína de MRTF-A 35
(h) no se vieron afectados por la sobreexpresión de Tβ4, sino que aumenta significativamente después de la 
transfección de MRTF-A. (i,j) La formación del tubo después de la liberación de Tβ4 de células HL-1 
transducidas con rAAV.Tβ4 se alteró mediante el ARNhc de CCN1 (barra de tamaño: 200 µm). (k,l) La 
cotransfección de rAAV.Tβ4 y ARNhc de CCN2 no afectó la formación de tubos inducida por Tβ4. Además, 
ARNhc de CCN1 no cambió el reclutamiento inducido por Tβ4 de células similares a pericitos (promedio ± 40
desviación estándar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

Figura 3: Importancia de la señalización de MRTF para la neovascularización in vivo
(a) El análisis de qRT-PCR mostró un aumento de MRTF-A en la pata trasera isquémica transducida con 
rAAV.MRTF-A. (b) rAAV.MRTF-A indujo genes objetivo MRTF/SRF CCN1 y CCN2 in vivo. (c,d) La transducción 45
de rAAV.MRTF-A aumentó la relación de capilares-fibras musculares (c/fm), similar al activador de MRTF Tβ4. 
rAAV.Tβ4m, un mutante sin el dominio de unión a actina G, o la aplicación conjunta de Tβ4 y rAAV.MRTF-
ARNhc, no tuvieron ningún efecto (tinción de PECAM-1, barra de tamaño: 100 µm). (e,f) Transducción mejorada 
funcionalmente con rAAV.MRTF-A y -Tβ4, pero no rAAV.Tβ4m o rAAV.Tβ4 + ARNhc de MRTF la perfusión de la 
pata trasera el día 3 y el día 7. (g) Después de la deleción de MRTF-B inducida por vector de rAAV.Cre en 50
ratones deficientes en MRTF-A (Mrtfa-/- /bflox/flox+rAAV.Cre = MRTF-A/B-/-Vi) la transducción de Tβ4 no pudo 
inducir angiogénesis, en contraposición a ratones Mrtfa

+/-
/b

flox/flox
(= MRTF-A/B

+/-
). (h) La perfusión aumentada 

con rAAV.Tβ4 se suprimió en ratones MRTF-A/B-/-Vi. (i,j) En ratones CCN1-/- Vi (= CCN1flox/flox+rAAV.Cre) se 
suprimió el aumento en la relación de fibras capilares-musculares (tinción de PECAM-1, barra de tamaño: 
100 µm), como también el aumento en la perfusión de la pata trasera (k,l) (promedio ± desviación estándar, n= 5, 55
* p<0,05, ** p<0,001).

Figura 4: Crecimiento vascular inducido por MRTF-A en isquemia de la pata trasera del ratón
(a) Protocolo de isquemia de pata trasera en el ratón. La administración de rAAV intramuscular (i.m.) se llevó a 
cabo el día -14 y la arteria femoral se ligó el día 0. Las siguientes mediciones de flujo Doppler con láser (LDF) se 60
llevaron a cabo los días 0, 3 y 7, (b) La inyección i.m. de rAAV.Cre indujo transducción muscular homogénea, 
indicado por un cambio de fluorescencia de Tomato (rojo) a fluorescencia de GFP (verde) en ratones con gen 
indicador Tomato. (c) La inyección i.m. de rAAV.LacZ (3x1012 partículas de virus) llevó a una transducción 
homogénea (tinción azul) de la pata trasera prevista, pero no de la contraria. (d) Detección por qRT-PCR de Tβ4 
en las patas traseras isquémicas transducidas con rAAV.Tβ4, pero no en las patas traseras transducidas por 65
rAAV.LacZ. (e) El análisis por HPLC mostró un aumento de la concentración de proteína Tβ4 en las patas 
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traseras isquémicas transducidas con rAAV.Tβ4. (f) Genes objetivo de MRTF CCN1 y CCN2 inducidos por 
rAAV.Tβ4 in vivo. (g) La maduración inducida por Tβ4 de los capilares (revestimiento pericítico, tinción con NG2) 
se había suprimido en patas traseras MRTF-A/B-/-Vi. (h,i) Tanto en ratones MRTF-A-/-/Bflox/flox (MRTF-A 
desactivados) y ratones MRTF-A+/-/B-/-Vi (MRTF-B desactivados) la transducción de rAAV.Tβ4 provocó un 
aumento de la densidad capilar (h) y la perfusión (i). Sin embargo, el efecto de rAAV.Tβ4 en ratones de tipo 5
salvaje (MRTF-A+/-/Bflox/flox) fue el más alto. Además, no hubo ninguna diferencia significativa entre ratones 
desactivados MRTF-A y MRTF-B (promedio ± desviación estándar, n= 4, * p<0,05 frente al control).

Figura 5: Maduración microvascular inducida por Tβ4/MRTF-A: papel esencial para el crecimiento colateral y 
perfusión mejorada10
(a) El análisis por HPLC mostró un aumento significativo de proteína Tβ4 después de la transducción con 
rAAV.Tβ4 de patas traseras de conejo isquémicas, mientras que Tβ4-Ala específico de conejo se mantuvo sin 
cambios. (b-d) La administración de rAAV.MRTF-A o rAAV.Tβ4 aumentó la densidad capilar (tinción de PECAM-
1) así como el revestimiento pericítico (tinción de NG2, barra de tamaño: 50 µm), ambos se eliminaron mediante 
aplicación conjunta de angiopoyetina 2 (rAAV.Ang2). (e,f) Las angiografías de las patas traseras isquémicas el 15
día 35 mostraron una formación colateral elevada en animales tratados con rAAV.MRTF-A y rAAV.Tβ4 (las 
flechas indican el sitio de la escisión de la arteria femoral). La aplicación conjunta de rAAV.Ang2 eliminó este 
efecto, (g) rAAV.MRTF-A y rAAV.Tβ4 indujeron un crecimiento en la perfusión en las patas traseras isquémicas, 
siempre que no se aplicaran conjuntamente rAAV.Ang2 o L-NAME, que inhibe la formación de óxido de nitrógeno 
(promedio ± desviación estándar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).20

Figura 6: Crecimiento vascular inducido por Tβ4-MRTF-A en conejos
(a) Protocolo de un modelo para la isquemia de la pata trasera de conejo (escisión de la arteria femoral). (b)
Tinción de β-galactosidasa 5 semanas después de inyección i.m. de rAAV.LacZ en la pata trasera de conejo. 
(c,d) qRT-PCR de Tβ4 (c) y angiopoyetina 2 (d), normalizado con respecto a GAPDH, en animales control y de 25
tratamiento (n = 3). (e,f) La sobreexpresión de Tβ4 solo en la parte inferior de la pata (rAAV.Tβ4 LL) aumentó la 
densidad capilar (tinción de PECAM-1) en la parte inferior de la pata, mientras que la transducción de Tβ4 solo 
en el muslo (rAAV.Tβ4 UL) no influyó en la capilarización en la parte inferior de la pata (barra de tamaño: 50 µm). 
(g,h) La colateralización aumentó en el grupo de rAAV.Tβ4 UL y en un grado aún mayor en el grupo de 
rAAV.Tβ4 LL, mientras que la perfusión (i) aumentó solo en el grupo de rAAV.Tβ4 LL y no en el grupo de 30
rAAV.Tβ4 UL. (j) En comparación con los conejos transducidos con rAAV.Tβ4, la administración conjunta de L-
NAME no redujo la relación NG2/PECAM-1, lo que indicó un crecimiento microvascular robusto y equilibrado. Por 
el contrario, el tratamiento con L-NAME o rAAV.Ang2 solo no pudo aumentar la relación NG2-PECAM-1 tanto 
como rAAV.Tβ4. (k,l) El aumento dependiente de Tβ4 de la colateralización y perfusión se redujo 
significativamente cuando se coadministró L-NAME (promedio ± desviación estándar, n= 5, ** p<0,01).35

Figura 7: MRTF-A mejora la formación colateral y la perfusión en miocardio hibernante de cerdos
(a-c) En miocardio de cerdo hibernante (véase la figura 8a) la transducción de rAAV.MRTF-A así como la 
sobreexpresión ubicua de Tβ4 (Tβ4tg, véase la figura 9) indujeron proliferación capilar (tinción de PECAM-1, 
barra de tamaño: 50 µm) y revestimiento de pericitos (tinción de NG2). (d,e) Se demostró además el crecimiento 40
colateral en corazones transducidos con rAAV.MRTF-A, similar a los corazones de Tβ4tg. (f) La reserva de flujo 
regional, obtenida por estimulación auricular rápida (130 latidos por minuto), se elevó en corazones transducidos 
con rAAV-MRTF-A y transgénicos Tβ4. (g) Función miocárdica regional, medida por el acortamiento del 
segmento subendocárdico en reposo y con estimulación auricular (130 y 150 latidos por minuto), mostró una 
reserva funcional mejorada o bien por transducción de rAAV.MRTF-A o bien en corazones Tβ4tg. (h) La fracción 45
de eyección, un parámetro de la función miocárdica global, se mejoró en animales transducidos con rAAV.MRTF-
A el día 56 en comparación con el día 28. Por el contrario, los animales que sobreexpresan constitutivamente 
(Tβ4tg) no mostraron pérdida de función el día 28. (i) Mecanismos de neovascularización terapéutica mediada 
por MRTF: La transducción de MRTF-A o Tβ4 induce una cantidad elevada de MRTF-A no unida a actina G, que 
interactúa con SRF después de la translocación al núcleo celular e induce, por ejemplo, CCN1 y CCN2 como 50
genes diana. CCN1 permite el crecimiento capilar (angiogénesis), mientras que CCN2 aumenta el revestimiento 
del pericitos (maduración vascular). Juntos, estos mecanismos inducen el crecimiento colateral de una manera 
dependiente de óxido de nitrógeno, lo que lleva a neovascularización terapéutica (promedio ± desviación 
estándar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

55
Figura 8: Eficiencia funcional del eje Tβ4-MRTF-A en corazones de cerdo isquémicos crónicos
(a) Protocolo del modelo de cerdo para miocardio hibernante. (b) Detección por RT-PCR de MRTF-A y Tβ4 en 
cerdos control en comparación con corazones de cerdo transgénicos rAAV.Tβ4 y Tβ4 (Tβ4tg), (c) Ejemplos de 
tinción de LacZ (azul) después de retroinfusión de rAAV.LacZ (5x1012 partículas de virus) en el corazón de cerdo, 
(d) Antes del tratamiento (el día 28), el análisis de retención de microesferas fluorescentes en reposo mostró un 60
flujo sanguíneo reducido en el área isquémica de corazones rAAV.LacZ y rAAV.MRTF-A, pero no en corazones 
Tβ4tg, similar a la reserva de flujo (e) a una frecuencia cardiaca rápida (130 lpm). (f) A las 4 semanas después 
del tratamiento (día 56), el flujo sanguíneo miocárdico regional en reposo mejoró en animales rAAV.MRTF-A y 
Tβ4tg. (g) Además, el valor de Rentrop mostró una colateralización elevada en el día 56 en corazones 
transducidos con rAAV.MRTF-A o Tβ4tg. (h) Ejemplos de análisis de MRT en el día 56 para corazones de cerdo 65
control (izquierda) y tratados con rAAV.MRTF-A, (i) La presión diastólica final en el ventrículo izquierdo (LVEDP) 
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aumentó en corazones isquémicos desde el día 28 hasta el día 56, cuando MRTF-A no se sobreexpresó. 
Corazones Tβ4tg, que sobreexpresaron constitutivamente Tβ4, no mostraron ninguna variación del día 28 al día 
56 (promedio ± desviación estándar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

Figura 9: Producción de cerdos transgénicos Tβ45
Se aislaron y cultivaron fibroblastos de cerdos donantes. pCMV-Tβ4 se transfectó por medio de electroporación y 
las células se cultivaron durante 14 días. Después de la detección de la transfección estable de Tβ4, se realizó 
una transferencia de núcleo celular somático en ovocitos de cerdo. A continuación se analizó la expresión de Tβ4 
y se cultivaron fibroblastos de animales que expresan Tβ4 y a continuación se usaron para una segunda 
transferencia nuclear somática. Después del genotipado, se usaron animales de esta generación para el modelo 10
de cerdo de isquemia crónica.

Figura 10: Los MRTF son necesarios para la cardioprotección inducida por Tβ4
(a,b) El crecimiento capilar inducido por rAAV.Tβ4 (tinción de PECAM-1) y (c) revestimiento de pericitos (tinción 
de NG2, barra de tamaño 50 µm), en caso de que la administración conjunta de rAAV.MRTF-ARNhc no impida 15
ambos procesos. (d,e) El crecimiento colateral se demostró en animales transducidos con rAAV.Tβ4, pero no 
después de la administración conjunta de rAAV.MRTF-ARNhc. (f) Los valores de Rentrop mostraron una 
colateralización elevada después de la transducción de rAAV.Tβ4, excepto en el caso de la administración 
conjunta de MRTF-A ARNhc. (g) Flujo sanguíneo miocárdico regional con reserva de flujo (estimulación auricular 
130/min) mejorado en animales tratados con rAAV.Tβ4, pero no en corazones rAAV.Tβ4 + ARNhc de MRTF. (h)20
El análisis de la fracción de eyección mostró una función mejorada de miocardio sistólica en animales 
transducidos con rAAV.Tβ4 (día 56), en comparación con el día 28 (día de la transducción). No se observó 
ninguna mejora de la fracción de eyección en corazones tratados con rAAV.Tβ4+ARNhc de MRTF. (i) Imágenes 
de MRT de corazones transducidos con rAAV.Tβ4 sin (izquierda) o con (derecha) coadministración de 
rAAV.MRTF-ARNhc. (j) Función miocárdica regional, medida por el acortamiento del segmento subendocárdico 25
en reposo y con estimulación auricular (130 y 150 lpm) muestra una reserva funcional aumentada tras 
transducción con rAAV.Tβ4, pero no con rAAV.Tβ4+ARNhc de MRTF (promedio ± desviación estándar, n= 5, * 
p<0,05, ** p<0,001).

Figura 11: Producción y fenotipado cardiaco de cerdos transgénicos INSC94Y (diabetes mellitus tipo I)30
(a) Proceso de producción de cerdos transgénicos INSC94Y. (b) Niveles de glucosa en sangre de cerdos de tipo 
salvaje y diabéticos. (c) Tinción de fluorescencia de células endoteliales (células PECAM-1 positivas, rojo) y 
pericitos (células NG-2 positivas, verde). (d) Número de células endoteliales en el miocardio de cerdos de tipo 
salvaje y diabéticos. (e) Presión diastólica final ventricular izquierda en animales con diabetes mellitus tipo I y 
animales de tipo salvaje.35

Figura 12: Caracterización del modelo de miocardio isquémico crónico con factores de riesgo cardiovascular
(a) Protocolo del modelo de cerdo miocardio hibernante con diabetes mellitus tipo I o hipercolesterolemia. (b)
Concentración de glucosa en sangre de los grupos individuales de animales durante la duración de ensayo: 
Control de tipo salvaje; tipo salvaje tratado con rAAV.Tβ4; control con diabetes; diabetes tratada con rAAV.Tβ4. 40
(c,d) Niveles de triglicéridos y colesterol en suero en animales con hipercolesterolemia (alimentación alta en 
grasas) y alimentación normal.

Figura 13: Influencia de la aplicación de rAAV.Tβ4 en animales con diabetes mellitus tipo I en angiogénesis y 
arteriogénesis45
(a) Tinción de fluorescencia de células endoteliales (células PECAM-1 positivas, rojo) y pericitos (células NG-2 
positivas, verde) en miocardio de cerdo hibernante de animales diabéticos y de tipo salvaje. (b,c) Número de 
células endoteliales y pericitos. (d) Número de colaterales formados. (e) Puntuación de Rentrop.

Figura 14: Eficiencia funcional de una aplicación de rAAV.Tβ4 en animales con diabetes mellitus tipo I50
(a,b) Presión ventricular izquierda-diastólica final en los días 28 y 56 así como su variación entre estos tiempos. 
(c,d) Fracción de eyección en los días 28 y 56 así como su variación entre estos tiempos.

Figura 15: Influencia de los niveles elevados de colesterol en la angiogénesis y arteriogénesis mediada por Tβ4
Número de (a) células endoteliales, (b) colaterales y (c) puntuación de Rentrop en el área isquémica de animales 55
control hipercolesterolémicos y animales tratados con rAAV-Tβ4.

Figura 16: Eficiencia funcional de una aplicación de rAAV.Tβ4 en animales con hipercolesterolemia
(a,b) Presión diastólica final ventricular izquierda en los días 28 y 56 así como su variación entre estos tiempos 
en animales control hipercolesterolémicos y animales tratados con rAAV-Tβ4. (c,d) Fracción de eyección en los 60
días 28 y 56 así como su variación entre estos tiempos en animales control hipercolesterolémicos y animales 
tratados con rAAV-Tβ4. (e) La función miocárdica regional, medida como acortamiento del segmento 
subendocárdico en reposo y con frecuencia cardiaca aumentada (130 y 150 latidos por minuto).

Figura 17: pretratamiento con rAAV.Tβ4 y rAAV.MRTF-A en un modelo de ratón de septicemia65
(a) Protocolo de ensayos de septicemia en ratones. (b) Esquema de puntuación de la evaluación de síntomas de 
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septicemia en ratones y establecimiento de los criterios de terminación. (c) Valores de presión arterial periférica 
después de 12 y 24 horas en animales con septicemia tratados con diferentes rAAV. (d) Puntuaciones de los 
síntomas de los animales con septicemia en los grupos de ensayo. (e) Supervivencia acumulativa después de 
septicemia inducida por LPS.

5
Figura 18: Papel de MRTF-A y Tβ4 para la integridad vascular en la septicemia
(a, b) Análisis histológicos de las células endoteliales (células positivas para PECAM-1) y los pericitos (células 
positivas para NG-2) en el corazón y en la musculatura periférica de ratones con septicemia. (c, d) Imágenes de 
ejemplo y análisis cuantitativo para una medición de permeabilidad por medio de dextrano de alto peso molecular 
marcado con fluorescencia 6 horas después de la inducción de septicemia.10

Descripción detallada de la invención

En nuestros experimentos (véanse los ejemplos) hemos descubierto que la combinación de un vector de acción 
prolongada y la sobreexpresión de un factor de crecimiento vasoactivo efectivo representa una opción terapéutica 15
para pacientes con enfermedades isquémicas crónicas en el tejido esquelético o muscular cardiaco. La combinación 
de un vector viral adenoasociado y el transgén de β4 (Tβ4) o MRTF-A de timosina conduce a una 
neovascularización terapéutica robusta en tres especies (ratón, conejo y cerdo). Esta neovascularización terapéutica 
a su vez conduce a una perfusión claramente mejorada en los modelos de enfermedad oclusiva arterial periférica así 
como isquemia miocárdica crónica. En el modelo de miocardiopatía isquémica crónica en el cerdo, también conduce 20
a una la función cardiaca aumentada. Este efecto específico también se puede lograr en animales grandes con 
factores de riesgo cardiovascular adicionales (niveles de azúcar o lípidos aumentados).

Una característica clave de la activación de MRTF-A es la translocación al núcleo celular después de reducir los 
niveles de actina G y la exportación desde el núcleo, cuando aumenta la cantidad de actina G (Miralles et al., Cell 25
2003, 113:329-42; Vartiainen et al., Science 2007, 316:1749-52). La expresión forzada de MRTF-A o Tβ4, un péptido 
que activa el MRTF-A por la unión de actina G (figura 1), inicia una respuesta de crecimiento microvascular y 
macrovascular orquestada en el caso de isquemia crónica de células periféricas (figura 3.5) y de músculo cardiaco 
(figura 7). De acuerdo con esto, la disfunción crónica de miocardio de cerdo hibernante se desencadenó mediante 
sobreexpresión directa de MRTF-A como activación de MRTF-A por medio de Tβ4 (figura 7). La noción de que la 30
señalización de MRTF-A-SRF proporciona miofilamentos es de particular interés dado que una pérdida del 
citoesqueleto de actina es un sello distintivo del miocardio hibernante, que se provoca por hipoperfusión coronaria 
crónica (Bito et al., Circ Res 2007, 100:229-37). Por lo tanto, MRTF-A se encuentra en el sitio de corte de 
regeneración de miocitos y vascular en el miocardio hibernante. Tβ4, el péptido de unión a actina G más frecuente 
del citosol, puede afectar al crecimiento vascular a través de la migración endotelial y la proliferación (Grant et al., J 35
Cell Sci 1995, 108:3685-94; Smart et al., Nature 2007, 445:177-82). Se descubrió un papel esencial de MRTF-A en 
la señalización de Tβ4 in vitro e in vivo, dado que el ARNhc de MRTF-A pudo suprimir la migración endotelial y la 
proliferación (figuras lb,d), así como el crecimiento micro- y macrovascular (figura 3d,f) y la mejora funcional del 
corazón (figura 10). En consecuencia, la deficiencia específica del endotelio en MRTF provocó el desarrollo 
incompleto del plexo vascular primario en la retina en desarrollo (Weinl et al., J Clin Invest 2013, 123:2193-206). 40
Además, SRF, el objetivo principal de MRTF-A, se identificó recientemente como esencial para el comportamiento 
de las células parietales en angiogénesis proliferativa después de la estimulación con VEGF-A (Franco et al., 
Development 2013, 2321-33; Andoh et al., J Biochem 2006, 140:483-9). Sin embargo, VEGF-A conduce al 
crecimiento de capilares inmaduros e inestables (Dor et al., EMBO J. 2002, 21:1939-47), en contraposición a Tβ4-
MRTF-A, lo que indica una diferencia en la señalización de los dos factores de crecimiento vascular.45

Tomados en conjunto, nuestros datos muestran que la activación de Tβ4/MRTF mejora el flujo sanguíneo colateral 
en el corazón isquémico y la pata trasera mediante inducción de CCN1/CCN2. A nivel celular, esta respuesta va 
acompañada de la proliferación endotelial mediante CCN1 (CYR61) y maduración, es decir, revestimiento de 
pericitos, mediante CCN2 (CT-GF), lo que conduce a una red vascular estable y funcional, que puede portar flujo 50
sanguíneo colateral y mejorar la conductividad. El revestimiento de pericitos es esencial en este sentido, dado que 
Ang-2 al eliminar el revestimiento de pericitos (Ziegler et al., J Clin Invest 2013, 123:3436-45) eliminó los efectos 
positivos ejercidos por la señalización de Tβ4 MRTF (figura 5). Este hallazgo muestra el papel central de la 
maduración vascular y el crecimiento vascular equilibrado y proporciona nuevas rutas terapéuticas para la 
neovascularización funcional.55

Por lo tanto, en una primera forma de realización, la invención comprende un vector viral adenoasociado (vector 
AAV) que comprende un primer gen que codifica para un factor de transcripción relacionado con miocardina A 
(MRTF-A). Los vectores AAV son en este sentido partículas que presentan la envuelta de un virus adenoasociado, 
mientras comprenden en su interior un ADN monocatenario, que codifica un gen de interés. El gen de interés puede 60
introducirse en la célula diana por infección de una célula diana con el vector AAV.

El MRTF-A puede proceder de un ser humano, un ratón, un conejo, un cerdo, o cualquier otro mamífero.

Se prefiere especialmente el uso de un vector AAV, que presenta proteínas de envuelta, en particular la proteína 65
cap, de AAV9. AAV9 presenta un tropismo del músculo cardiaco y, por lo tanto, ofrece una expresión homogénea y 

E15717456
18-05-2020ES 2 791 877 T3

 



7

estable en el músculo cardiaco de una pluralidad de especies. Sin embargo, también puede usarse un vector AAV 
pseudotipado con AAV9. Por este se entiende un vector que presenta proteínas de envuelta de AAV9, proteínas 
expresadas de otra manera de otra cepa y también elementos genómicos, por ejemplo, las repeticiones terminales 
internas (ITR) de esa otra cepa. Por ejemplo, AAV2.9 es un vector AAV2 pseudotipado con proteínas de envuelta de 
AAV9. Para la presente invención se ofrecen AAV2.9, AAV1.9 y AAV6.9 como vectores pseudotipados. Mediante el 5
uso de un vector trópico de músculo cardiaco se garantiza que la expresión de MRTF-A tiene lugar en el músculo 
cardiaco, donde puede iniciar la neovascularización terapéutica.

Como alternativa, en particular para el tratamiento de isquemia periférica, puede usarse también un vector AAV con 
tropismo del músculo esquelético. Ejemplos de ello son AAV6, AAV1, AAV9, o vectores pseudotipados con estas 10
cepas.

El gen MRTF-A en el vector de acuerdo con la invención se encuentra preferentemente bajo el control de un 
promotor cardioespecífico, es decir, de un promotor que permite la expresión principalmente en el músculo cardiaco. 
Promotores cardiospecíficos a modo de ejemplo son el promotor de MLC2, el promotor de la cadena pesada de α-15
miosina (promotor de α-MHC) y el promotor de troponina I (promotor de TnI). Sin embargo, también pueden usarse 
otros promotores constitutivos o inducibles, por ejemplo, un promotor de CMV o un promotor de MyoD. El gen 
MRTF-A también puede encontrarse bajo el control de varios promotores.

Procedimientos para la producción de vectores AAV para la transferencia de genes específicos de interés son 20
conocidos en el estado de la técnica (véase, por ejemplo, Bell et al., J Clin Invest 2011, 121:2427-35). Un 
procedimiento consiste en la transfección triple de una línea celular productora adecuada, por ejemplo, U293, y 
posterior purificación con gradientes de cloruro de cesio, tal como se describe en la sección "material y métodos" a 
continuación. En este sentido se transfectan células productoras con tres vectores: En un primer vector está 
codificado el gen de interés, flanqueado por señales de empaquetamiento correspondientes; en un segundo vector 25
están codificadas las proteínas AAV necesarias, en particular rap y cap; y un tercer vector proporciona funciones 
auxiliares adenovirales, sin las que no es posible la producción de partículas de AAV.

En una forma de realización adicional, la invención se refiere también a una composición farmacéutica que 
comprende el vector de acuerdo con la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable. La composición 30
farmacéutica puede estar destinada a cualquier tipo de administración conocida por el estado de la técnica. Se 
prefieren composiciones para inyección intravenosa o intramuscular. La composición farmacéutica puede 
comprender adicionalmente sales, tampones, estabilizadores, colorantes, aglutinantes, saborizantes, etc.

La invención se refiere también al vector AAV de acuerdo con la invención o a la composición farmacéutica de 35
acuerdo con la invención para su uso como medicamento. En particular, puede tener lugar el uso en un mamífero 
para el tratamiento de cardiopatías coronarias o isquemia periférica. Mamíferos preferidos son ser humano, cerdo, 
conejo y ratón.

En este sentido, por una "enfermedad coronaria" se entiende una enfermedad de los vasos coronarios. La 40
cardiopatía coronaria puede ser isquemia miocárdica, infarto cardiaco agudo (infarto de miocardio), angina de pecho 
estable y/o miocardio hibernante, pero también arritmias cardiacas y/o insuficiencia cardiaca. En el caso de una 
"isquemia periférica" se trata de un riego sanguíneo insuficiente o una pérdida completa de riego sanguíneo de un 
tejido u órgano fuera del corazón, mientras que una "isquemia miocárdica" afecta al músculo cardiaco en sí.

45
Los vectores de acuerdo con la invención son particularmente adecuados para el tratamiento de los denominados 
pacientes "sin opción". En tales pacientes, se han agotado todas las posibilidades intervencionistas y quirúrgicas de 
una terapia. En general se intenta ralentizar la progresión de la enfermedad por medio de terapia medicamentosa. 
Sin embargo, esto tiene como objetivo una reducción de lípidos e inhibición plaquetaria, pero no la 
neovascularización. La neovascularización terapéutica puede superar este obstáculo, siempre que se usen rutas de 50
señalización moleculares, que conducen a una neovascularización equilibrada. MRTF-A y también Tβ4 son dos 
moléculas que inducen este tipo de neovascularización equilibrada (capilares, maduración microvascular y la 
formación colateral) en el tejido isquémico, y esto en ausencia simultánea de efectos secundarios no deseados.

Asimismo, los vectores de acuerdo con la invención son especialmente adecuados para el tratamiento de sujetos 55
que están cargados con factores de riesgo cardiovasculares adicionales. En este sentido puede tratarse de diabetes 
mellitus, en particular diabetes mellitus tipo I o tipo II. El factor de riesgo puede ser también una concentración 
elevada de colesterol en la sangre (hipercolesterolemia), tal como puede provocarse, por ejemplo, por una 
alimentación demasiado rica en grasa. La concentración de colesterol elevada puede ser una concentración de 
colesterol LDL elevada o una concentración de colesterol HDL elevada.60

Ejemplos

Ejemplo 1: Inducción de los rasgos distintivos de la angiogénesis por MRTF-A in vitro
65

Se encontró (figuras 1a-d) que MRTF-A indujo rasgos distintivos de la angiogénesis, es decir, migración y formación 
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de tubos de células endoteliales microvasculares humanas cultivadas, en un grado similar a Tβ4. El efecto 
proangiogénico de MRTF-A dependía del motivo de unión a actina G de Tβ4, dado que la mutación de este dominio 
y la supresión de la unión a actina G eliminó el efecto de Tβ4 sobre el crecimiento vascular, al igual que un ARNhc, 
que al mismo tiempo interfería con la transcripción de MRTF-A y -B (ARNhc de MRTF; Leitner et al., J Cell Sci 2011, 
124:4318-31). De acuerdo con esto, Tβ4 aumentó la translocación de MRTF-A al núcleo celular (figura le, figura 2a-5
b), así como la transcripción de un gen indicador dependiente de MRTF/SRF, que contenía tres sitios de unión a 
SRF del promotor de c-fos (p3DA.Luc, figura 1f; Geneste et al., J Cell Biol 2002, 157:831-8). Tanto MRTF-A como 
Tβ4 indujeron la expresión de genes que están implicados en el crecimiento microvascular, en particular CCN1, que 
media la angiogénesis (Hanna et al., J. Biol. Chem. 2009, 284:23125-36), y CCN2, que es relevante para la atracción 
de células similares a pericitos 10T1/2 (figuras 2c-g; Hall-Glenn et al., PLoS ONE 2012, 7:e30562). Se observa que 10
la transfección de Tβ4 no afectó el contenido de MRTF-A (figura 2h), en contraposición a la transfección de MRTF-A. 
De acuerdo con el hecho de que los CCN1/2 MRTF están aguas abajo y son relevantes para la vascularización, 
evitó la interrupción con la formación de tubos inducida por Tβ4 de ARNhc de CCN1 (figura 1 g), mientras que 
ARNhc de CCN2 interrumpió la unión de una línea celular de tipo pericito murino (C3H/10T1/2) a los tubos 
endoteliales in vitro (figuras 1i-j).15

Ejemplo 2: Tratamiento de la isquemia de la pata trasera en el ratón con terapia génica de MRTF-A basada en AAV

Para mostrar adicionalmente la relevancia de la señalización de MRTF-A in vivo, se usó un modelo de ratón con 
isquemia de la pata trasera. Inyección intramuscular de vectores AAV recombinantes (rAAV, figuras 4a-c) aumentó la 20
concentración tisular de proteínas diana en la pata tratada (figura 3a) y los niveles de transcrito de los mediadores 
posteriores CCN1 y CCN2 (figura 3b; figuras 4d-f). De acuerdo con esto, rAAV.MRTF-A indujo crecimiento capilar 
(figuras 3c,d) y aumento de la perfusión en el día 7 (figuras 3e-f). Como activador aguas arriba, Tβ4 tuvo un efecto 
similar sobre el crecimiento y función vascular (figuras 2c-f), siempre que no faltara el motivo de unión a la acción G 
(Tβ4m) o se coadministrara un rAAV.MRTF-ARNhc. Este vector codifica un ARNhc, que se dirige tanto contra 25
MRTF-A como MRTF-B y tiene la secuencia 5'-GAUCCCCGCAUGGAGCU 
GGUGGAGAAGAAUUCAAGAGAUUCUUCUCCACCAGCUCCA UGUUUUUGGAAA-3' (SEQ ID NO:1). Para 
investigar más a fondo la relevancia de los MRTF en el crecimiento vascular inducido por Tβ4, se administró 
rAAV.Cre. en patas traseras de Mrifa-/--Mrtfbflox/flox, para generar deficiencia doble MRTF-A/B. En los MRTF-A/B-
desactivados inducidos por Cre, Tβ4 no pudo, el día 7 después de la inducción de isquemia, estimular el crecimiento 30
capilar (figura 3 g) y el reclutamiento de pericitos (figuras 4 g-h) y mejorar la perfusión (figura 3 h, figura 4i). De 
manera similar, las patas traseras mostraron cuando rAAV.Cre se administró en ratones CCN1flox/flox, ningún 
aumento mediado por Tβ4 de los capilares (figuras 3i,j) o perfusión en el día 7 (figuras 3k,l). Por lo tanto, la 
transducción de MRTF-A o la activación de MRTF mediante secuestro de actina G mediado por Tβ4 estimula la 
transcripción de CCN1, para mediar la regeneración vascular funcional.35

Ejemplo 3: Tratamiento de la isquemia de la pata trasera en el conejo con terapia génica de MRTF-A basada en AAV

La interdependencia del crecimiento microvascular y arteriogénesis para la mediación para la restauración del flujo 
se examinó en un modelo de conejo con patas traseras isquémicas (figura 6a), que es compatible con la separación 40
tópica del área de crecimiento microvascular (parte inferior de la pata) y el área de colateralización (muslo). 
Transducción regional del músculo sóleo isquémico con MRTF-A o Tβ4 (figuras 5a, 6b-d) llevó a una 
neovascularización funcional que incluye proliferación capilar CD31

+
(figuras 5b,c), revestimiento de pericitos NG2

+

(figuras 5b,d) y crecimiento colateral (figuras 5e,f). En particular, la activación de MRTF a través de transducción de 
Tβ4 de la región de la cadera, aunque no pudo inducir crecimiento colateral moderado, no aumentó la perfusión, 45
mientras que la limitación de la activación de MRTF a través de Tβ4 a la región de la pantorrilla fue suficiente para 
estimular significativamente el crecimiento micro- y macrovascular así como la perfusión (figuras 6e-i). El 
desprendimiento de pericitos microvasculares por la expresión forzada de angiopoyetina-2 (figuras 5b-d) abolió la 
colateralización mediada por Tβ4 y la mejora del flujo (figuras 5e-g). Además el bloqueo de vasodilatación inducida 
por flujo por administración oral de L-NAME, un inhibidor no selectivo de óxido nítrico sintasa, no influyó en el 50
crecimiento y maduración capilar (figura 6j), pero impidió la formación de colaterales y perfusión elevada (figuras 
6k,l). Por lo tanto, el óxido nítrico parece después del crecimiento y maduración microvascular, mediar el crecimiento 
colateral. Esta observación se complementa con el hallazgo de que la inyección de Tβ4 directa en el área del 
crecimiento colateral (muslo) no mejora la perfusión en la medida en que la inyección remota de rAAV.Tβ4 en la 
parte inferior de la pata, el sitio del crecimiento microvascular (figuras 6e-i). Estos hallazgos sugieren que la 55
maduración microvascular y la señalización de óxido nítrico son procesos que tienen que tener lugar en la secuencia 
de crecimiento vascular mediado por MRTF-A, para lograr la neovascularización funcional.

Ejemplo 4: Tratamiento del miocardio hibernante en cerdo con terapia génica de MRTF-A basada en AAV
60

Aunque las arterias periféricas y coronarias perfunden ambos tejidos musculares, su actividad de contracción 
permanente es una característica única del músculo cardiaco que necesita un suministro de oxígeno constante. Una 
caída crónica del suministro de oxígeno cambia la composición celular de cardiomiocitos vivos en el área isquémica, 
lo que conduce a una pérdida regional de fuerza de contracción, que se denomina miocardio hibernante (Heusch y 
Schulz, J Mol Cell Cardiol 1996, 28:2359-72; Nagueh et al., Circulation 1999, 100:490-6). Dentro de los 65
cardiomiocitos, los rasgos distintivos del miocardio hibernante son un contenido reducido de miofilamentos (Bito et 
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al., Circ Res 2007, 100:229-37) y mitocondrias, así como un contenido de glucógeno elevado (St. Louis et al., Ann 
Thoracic Surg 2000, 69:1351-7). En este caso, se examinó el potencial de MRTF-A, de resolver la disfunción en 
miocardio hibernante, que se generó mediante implantación percutánea de un stent reductor en corazones de cerdo 
(Kupatt et al., J Am Coll Cardiol 2007, 49:1575-84), lo que conduce a una oclusión gradual de la rama circunfleja 
(RCx, figura 8a). El día 28 después de la administración de rAAV.MRTF-A al área isquémica, lo que aumentó 5
significativamente el contenido de MRTF-A en el tejido (figura 8b), se encontró un grado significativamente mayor de 
densidad capilar y cobertura de pericitos (figuras 7a-c). El crecimiento colateral y la perfusión a una frecuencia 
cardiaca rápida (130/min) todavía estaban deteriorados el día 28, es decir, antes de la transducción de LacZ y 
MRTF-A (figuras 8c-f), pero mejoraron en el día 56, es decir, 4 semanas después de la transducción de MRTF-A, 
pero no después de la transducción de LacZ (figuras 7d-f).10

La perfusión colateral elevada (figura 8 g) generó una reserva funcional mejorada del área isquémica con una 
frecuencia cardiaca rápida (130 y 150 latidos por minuto, figura 7 g). Al mismo tiempo, se encontró una fracción de 
eyección mejorada como marcador de la función sistólica global (figura 7h) y una caída de la presión diastólica final 
en el ventrículo izquierdo (figura 8i), un marcador pronóstico de inicio de insuficiencia cardiaca.15

Cerdos transgénicos, que expresan Tβ4 de forma ubicua y constitutiva (figura 9), mostraron un crecimiento y 
maduración capilar similar (figuras 7a-c). En el día 56, se aumentó la reserva de flujo sanguíneo en el área 
isquémica (figura 7f) y la reserva funcional de la región isquémica (figura 7 g) o del corazón completo (figura 7h) se 
habían elevado como en los corazones tratados con rAAV.MRTF-A. En particular, debido a la sobreexpresión 20
constitutiva de Tβ4 desde el día 0 hasta el día 28, los animales Tβ4tg no experimentaron una pérdida significativa de 
perfusión o función miocárdica en reposo o con una frecuencia cardiaca rápida (Figura 7 g, figuras 8d-g, i).

Además, se suprimieron el crecimiento micro- y macrovascular inducido por rAAV.Tβ4 y los aumentos posteriores de 
la reserva de perfusión, cuando se administró conjuntamente un ARNhc de MRTF-A inhibidor (figuras 10a-f). Se 25
eliminó la ganancia en función miocárdica global (figura 10 h, ejemplos en la figura 10i) y la función miocárdica 
regional (figura 10j), cuando la transducción de Tß4 se combinó con la inhibición de MRTF-A por un ARNhc 
apropiado.

En este caso con el uso de un planteamiento genético y fisiológico combinado en modelos de ratón, conejo y cerdo, 30
se mostró que los MRTF estimulan el crecimiento y la maduración de microvasos así como el aumento del flujo 
sanguíneo colateral después de la oclusión de la arteria en las redes de pata trasera y coronarias. Mecanísticamente 
se muestra que la timosina β4 coactiva la translocación de MRTF aguas abajo SRF e induce CCN1/CCN2, lo que 
conduce a angiogénesis elevada y al reclutamiento de células del músculo liso vasculares y a la formación de vasos 
funcionales, que pueden llevar flujo colateral (figura 7i).35

Ejemplo 5: Tratamiento del miocardio hibernante en cerdos diabéticos con terapia génica de Tβ4 basada en AAV

Producción y fenotipado cardiaco de cerdos transgénicos INSC94Y (diabetes mellitus tipo I)
40

La producción de cerdos transgénicos con la mutación C94Y en el gen de insulina (INS
C94Y

) está representada en la 
Figura 11. Esta mutación también se describe en Renner et al. Diabetes 2013, 62:1505-1511. La mutación C94Y 
conduce a un plegamiento incorrecto de la proteína de la insulina en las células β del páncreas y a una acumulación 
de la insulina mal plegada en el retículo endoplasmático (ER). El estrés de ER conduce a la apoptosis de las células 
β y, con ello, en última instancia, a diabetes mellitus tipo I.45

En primer lugar se introdujo en fibroblastos de cerdo un vector de expresión de INSC94Y por medio de 
nucleotransfección. Después de la selección de los fibroblastos, se llevó a cabo una primera ronda de transferencia 
nuclear somática en ovocitos. A continuación se analizaron la descendencia por medio de técnica de Southern y los 
animales con niveles de glucosa en sangre elevados y crecimiento retardado se usaron para una nueva clonación 50
(véase también Renner et al. 2013). Estos animales se usaron entonces para los exámenes posteriores a una edad 
de 3-4 meses.

Después de suspender el tratamiento con insulina, los animales mostraron un nivel de glucosa en sangre claramente 
elevado (figuras 11c y d). Análisis de tejido cardiaco para células endoteliales (células PECAM-1 positivas, rojo) y 55
para pericitos (células NG-2 positivas, verde) mostraron ya sin estrés adicional una reducción clara del número de 
células endoteliales y pericitos. El análisis de la presión diastólica final ventricular izquierda muestra en animales con 
diabetes mellitus tipo I un aumento significativo como expresión de una función cardiaca global reducida ya en un 
estadio temprano (figura 11 e; promedio ± desviación estándar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

60
La figura 12 muestra otros efectos de diabetes mellitus tipo I o una dieta rica en grasas sobre el miocardio de cerdos. 
La figura 12 a ilustra el protocolo de prueba del modelo de cerdo hibernar miocardio hibernante con diabetes mellitus 
tipo I o hipercolesterolemia. En comparación con los grupos control (ts ± rAAV.Tβ4), los animales transgénicos con 
INSC94Y con diabetes mellitus tipo I (control tg y rAAV.Tβ4 tg) mostraron niveles de glucosa en sangre elevados 
durante toda la duración del ensayo (figura 12 b). Sin embargo, no hubo diferencia entre el grupo tratado con 65
rAAV.Tβ4 y el grupo control, ni para el grupo de tipo salvaje ni para los animales transgénicos (figuras 12c, d). 
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Tampoco es de esperar una influencia de Tβ4 o MRTF-A sobre el nivel de glucosa en sangre. En los animales con 
hipercolesterolemia, se mostraron valores de triglicéridos y colesterol claramente elevados en suero después de 9 
semanas de alimentación rica en grasas (promedio ± desviación estándar; n= 4, **p<0,001).

Efecto de la administración de rAAV. Tβ4 en animales con diabetes mellitus tipo I5

En el miocardio de cerdo hibernante, una transducción de rAAV.Tβ4 induce una proliferación capilar (tinción de 
PECAM-1, rojo) y un reclutamiento de pericitos (tinción de NG-2, verde) en ambos grupos (tipo salvaje y diabetes); 
figura 13a-c. Además, mediante la sobreexpresión de Tβ4 por medio de rAAV se indujo un crecimiento colateral 
claro (figura 13 d) y pudo medirse un llenado claramente mejor del vaso sanguíneo distal por medio de una 10
puntuación de Rentrop (figura 13 e). También en este caso pudo medirse el efecto en ambos grupos, tipo salvaje y 
diabetes, (promedio ± desviación estándar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

La presión diastólica final ventricular izquierda, un parámetro para la función miocárdica global, que continuó 
aumentando del día 28 al día 56 en los animales control de ambos grupos, había disminuido claramente en los 15
animales con transducción de rAVV.Tβ4 (figura 14a,b). La fracción de eyección, otro parámetro para la función 
miocárdica global, mostró una disminución adicional de los valores del día 28 al día 56 en los animales control, 
mientras que el valor después de la sobreexpresión de Tβ4 mejoró claramente en ambos grupos (tipo salvaje y 
diabetes) (figuras 14c,d; promedio ± desviación estándar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

20
Ejemplo 6: Efectos de terapia génica de Tβ4 en miocardio de cerdos con hipercolesterolemia

En animales control con 9 semanas de alimentación rica en grasas, se mostró una clara reducción de los capilares 
(células PECAM-1 positivas) en el área isquémica (figura 15 a). Mediante la administración de rAAV.Tβ4 pudieron 
aumentarse claramente los capilares (células PECAM-1 positivas) en el área isquémica. Mediante la transducción de 25
rAAV.Tβ4 pudo aumentarse también el crecimiento colateral en animales con niveles de colesterol elevados (figura 
15 b). Esto condujo también a un mejor llenado de la sección vascular distal en el área isquémica, tal como se 
muestra en la puntuación de Rentrop (figura 15 c; promedio ± desviación estándar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

La presión diastólica final ventricular izquierda, un parámetro para la función miocárdica global, que continuó 30
aumentando del día 28 al día 56 en los animales control, había disminuido claramente en los animales con 
transducción de rAVV.Tβ4 (figuras 16a, b). La fracción de eyección, otro parámetro para la función miocárdica 
global, mostró una caída de los valores del día 28 al día 56 en los animales control, mientras que el valor mejoró 
claramente después de la sobreexpresión de Tβ4 (figuras 16c, d). La función miocárdica regional, medida como 
acortamiento del segmento subendocárdico en reposo y con frecuencia cardiaca aumentada (130 y 150 latidos por 35
minuto) mostró una reserva funcional mejorada en animales con una terapia con rAAV.Tβ4 (figura 16 e; promedio ± 
desviación estándar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

Ejemplo 7: Papel de MRTF-A y Tβ4 para la integridad vascular en ratones con septicemia
40

La figura 17 a muestra el protocolo de los ensayos de septicemia en ratones. Se indujo septicemia 14 días después 
del tratamiento con rAAV (rAAV.MRTF-A o rAAV.Tβ4) mediante inyección de LPS. En siete puntos de tiempo 
después de la inducción de septicemia (12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h) se efectuó una valoración de los 
síntomas por medio de la tabla representada en la figura 17b. La transducción de MRTF-A o Tβ4 por medio de rAAV 
antes de la inducción de septicemia conduce a valores de la presión arterial periférica elevados después de 12 y 24 45
horas (figura 17 c). En el transcurso de hasta 36 horas después de la septicemia, los animales tratados con 
rAAV.Tβ4 y rAAV.MRTF-A muestran puntuaciones de síntomas claramente más bajas en comparación con los 
animales control tratados con rAAV.LacZ (figura 17 d). La supervivencia acumulativa después de septicemia 
inducida por LPS está claramente mejorada por la sobreexpresión de Tβ4 y MRTF-A (figura 17 e; promedio ± 
desviación estándar; n=7-15, * p <0,05, **p<0,001).50

Los análisis histológicos de las células endoteliales (células PECAM-1 positivas) y los pericitos (células NG-2 
positivas) mostraron en el corazón y en los músculos periféricos un número de células elevado (figuras 18a, b) en 
animales tratados con Tβ4 en comparación con animales control, que se transdujeron con rAAV.LacZ. En las figuras 
18c y d se muestran imágenes de ejemplo y un análisis cuantitativo para una medición de permeabilidad por medio 55
de dextrano de alto peso molecular marcado con fluorescencia 6 horas después de la inducción de septicemia. En 
este sentido se mostró una salida claramente reducida del indicador después de la sobreexpresión de Tβ4 en 
comparación con los animales control transducidos con LacZ (promedio ± desviación estándar; n= 4, * p <0,05, 
**p<0,001).

60
Material y métodos

Los experimentos descritos en los ejemplos se llevaron a cabo con el uso de las técnicas que se describen a 
continuación.

65
Reactivos
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Todos los medios de cultivo celular y productos químicos fueron adquiridos de SIGMA (Deisenhofen), a menos que 
se indique lo contrario. El agente de contraste Solutrast 370 fue suministrado por Byk Gulden (Konstanz).

Vectores virales adenoasociados5

Los vectores recombinantes rAAV.MRTF-A, rAAV.Tβ4, r.AAV.Tβ4m, rAAV.LacZ, rAAV.Cre y rAAV.MRTF-ARNhc se 
produjeron por medio de transfección triple de células U293. Un plásmido codificó para el transgén bajo el control de 
un promotor de CMV, que estaba flanqueado por repeticiones de AAV2 terminales internas que actúan en cis. En el 
caso de rAAV.MRTF-A, este fue el plásmido pAAV-CMV-mMRTF-A (SEQ ID NO: 16). Sin embargo, también puede 10
usarse un plásmido que codifica el MRTF-A humano, por ejemplo, pAAV-CMV-hMRTF-A (SEQ ID NO: 17). Un 
segundo plásmido proporcionó AAV2 rep y AAV9 cap en trans (Bish et al., Hum. Gene Ther. 2008, 19:1359-68), 
mientras que un tercer plásmido (delta F6) complementó funciones auxiliares adenovirales. Se recogieron células 48 
horas después y se purificaron vectores por medio de gradientes de cloruro de cesio tal se describió anteriormente 
(Lehrke et al., Cell Metab 2005, 1:297-308). Los títulos virales se midieron por medio de PCR en tiempo real frente a 15
la cola de poliA de la bGH del vector (secuencias de cebador, véase Tabla 1). Plásmidos trans y auxiliares se 
proporcionaron amablemente por James M. Wilson, Universidad de Pensilvania.

Cultivo celular
20

SatisFection (TPP AG, Trasadingen, Suiza) se usó para la transfección de células endoteliales microvasculares 
humanas (HMEC), células endoteliales murinas (bEnd.3) y la línea celular miocítica HL-1 de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Se mezclaron 100 µl de medio DMEM libre de suero y de antibiótico con 3 µl de reactivo 
de transfección SatisFection.

25
Formación de tubos in vitro y experimentos de cocultivo

Para los experimentos de Matrigel se transfectaron HMEC con pcDNA, MRTF-A, Tβ4 ± ARNhc de MRTF, Tβ4m (que 
carecía del motivo de unión a actina G KLKKTET; Bednarek et al., J. Biol. Chem. 2008, 283:1534-44) o Tβ4±ARNhc 
de CCN1. Las células (8000 células por pocillo) se sembraron sobre Matrigel (BD Matrigel™ Basement Membrane 30
Matrix, BD Biosciences, San José, EE. UU.) en medio de crecimiento endotelial basal con una adición de suero de 
ternera fetal al 5 % y se tomaron fotografías después de 18 horas. Se cuantificó el número de anillos por campo de 
baja potencia.

En experimentos de cocultivo, se transdujeron células HL-1 con r.AAV.Tβ4±ARNhc de CCN1, rAAV.MRTF-ARNhc o 35
rAAV.Tβ4m (1x106 partículas de AAV6 por célula). HL-1 y HMEC incrustadas en Matrigel (8.000 por pocillo) se 
separaron físicamente por una membrana semipermeable. Después de 18 h, se retiraron las células HL-1 y se 
cuantificó la formación de anillos por campo de baja potencia.

La atracción de células pericíticas CH3/10T1/2 a las células endoteliales murinas (bEnd.3) se probó después de la 40
transfección del compartimento endotelial con pcDNA, MRTF-A o Tβ4±ARNhc de CCN2 por medio de SatisFection 
(Agilent, Böblingen). Se tiñeron células endoteliales con DiD (rojo, Vybrant®, Life Technologies) y se sembraron 
sobre Matrigel (12.000 células por pocillo). Después de 6 h se agregaron células de tipo pericito teñidas con DiO 
(Vybrant®, Life Technologies) (2.000 células por pocillo) y se permitió la migración a los tubos durante 2 h. 
Entonces, por medio de microscopía láser confocal (Carl Zeiss, Jena) se realizaron fotografías de cocultivo.45

Prueba de migración

Las HMEC se transfectaron con los transgenes indicados tal como se describe anteriormente. Se cultivaron 60.000 
células en pocillos con un inserto en forma de tira (ibidi GmbH, Planegg) hasta confluencia. Después de 48 horas, 50
los núcleos celulares se tiñeron con Syto62. Entonces se fijaron las células con PFA al 2 %, se permeabilizaron y se 
incubaron con un anticuerpo anti-MRTF-A (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y un anticuerpo secundario 
(acoplado con Alexa 488, Invitrogen, Karlsruhe). Las fotografías se hicieron con microscopía láser confocal (Carl 
Zeiss, Jena) y la intensidad de fluorescencia media del área de 100 núcleos celulares, identificada a través de 
Syto62, se evaluó automáticamente con el navegador de imágenes LS5.55

Análisis por HPLC

La determinación de Tβ4 se llevó a cabo como se describió anteriormente (Huff et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. 2007, 
1112:451-7). A este respecto se destruyeron muestras de tejido mediante adición de ácido perclórico 4 M con 60
tiodietanol al 1 % hasta una concentración final de 0,4 M. Las mezclas se homogeneizaron, se incubaron durante 30 
min a 4 °C y se centrifugaron durante 10 min a 20.000 g. El sobrenadante se analizó por cromatografía de fase 
inversa. En conejos se diferenciaron Tβ4 endógena y exógena mediante detección de Tβ4-Ala específica de conejo.

Prueba de luciferasa65
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Para determinar la actividad de luciferasa dependiente de MRTF, se transfectaron HMEC y células HL-1 con 
p3DA.Luc (= un constructo de un promotor sintético con tres copias del sitio de unión a c-fos-SRF y una caja TATA 
de actina de tipo 5 Xenopus más un sitio de inicio de la transcripción insertado en pGL3; Posern et al., Mol. Biol. Cell 
2002, 13;4167-78), un gen indicador de SRF, y 930 ng de pcDNA, Tβ4 o Tβ4m. Se garantizaron eficiencias de 
transfección comparables mediante cotransfección de 50 ng de ptkRL (indicador de luciferasa de renilla). Se 5
obtuvieron pellas de las células y se lisaron, se purificaron adicionalmente mediante centrifugación durante 10 min a 
4 °C y 13.000 rpm y se usaron para la determinación de la actividad luciferasa de luciérnaga y la actividad luciferasa 
de renilla. Se calculó la relación de actividad luciferasa de luciérnaga/renilla.

Modulación y detección de ARN10

Se llevaron a cabo PCR en tiempo real (RT-PCR) con colorante verde SYBR (iQ SBYR Green Supermix, Bio-Rad, 
Múnich) y se midieron en un ciclador iQ (Bio-Rad, Múnich). Los cebadores están expuestos en la Tabla 1. Los 
niveles de expresión se normalizaron con respecto a GAPDH y se representaron como múltiplo de la situación de 
control de pcDNA. El procedimiento de 2-DDCt comparativo se llevó a cabo como se describió anteriormente 15
(Pfosser et al., Cardiovasc Res 2005, 65:728-36).

Análisis de inmunotransferencia de tipo Western de MRTF-A

Para el análisis de proteína MRTF-A total, se homogeneizaron muestras de cultivo celular y de tejido en 1 ml de 20
tampón de lisis que contenía Tris 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 140 mM, Nonidet P-40 (NP-40) al 1 %, leupeptina 
0,005 mg/ml, aprotinina 0,01 mg/ml, PMSF 1 mM, pH 7,5. Se separaron 60 µg de extractos de proteína total 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio al 10 % (SDS-PAGE). Después de la 
electroforesis, las proteínas se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Millipore, Billerica, EE. UU.), se 
bloquearon con leche desnatada al 5 % en tampón PBS con Tween 20 al 0,1 % (PBS-T) y se incubaron durante la 25
noche a 4 °C con anticuerpos primarios frente a MRTF-A (C-19; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.). Después 
de lavar la membrana, se incubó con un anticuerpo secundario (IgG de burro anti-cabra, conjugado con HRP; Santa 
Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y se desarrolló con un reactivo quimioluminiscente (ECL; GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Inglaterra). Para el análisis del contenido de proteína de MRTF-A en el núcleo celular o el citosol, 
se llevó a cabo una separación con los reactivos Ne-Per® para la extracción citoplasmática y del núcleo celular 30
(Thermo Scientific, Rockford, EE. UU.) de acuerdo con las directrices del fabricante. Entonces se llevó a cabo un 
análisis de inmunotransferencia de tipo Western tal como se describió anteriormente. Como control de proteína se 
usó o bien α-tubulina (6A204; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, USA) o, para la fracción de núcleo celular, Lamin B1 
(ZL-5; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.).

35
Ensayos en animales

El cuidado de los animales y todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en estricto cumplimiento de 
las directrices alemanas y NIH para animales y fueron aprobados por la Comisión de Bienestar Animal del Gobierno 
de la Alta Baviera (AZ 55.2-1-54-2531-26/09, 130/08, 140/07). Todos los ensayos en animales se llevaron a cabo en 40
el Centro Walter Brendel de Medicina Experimental en Múnich.

Isquemia de pata trasera de ratón

Se produjo isquemia unilateral en la pata trasera de la pata derecha en ratones C56B16 machos de la misma edad 45
(Charles River, Sulzfeld) así como en ratones MRTF-A+/-/Bflox/flox, MRTF-A-/-/Bflox/flox, MRTF-A+/-/B-/-Vi- (= MRTF-A-+/-

/Bflox/flox + 3x1012 rAAV.cre), MRTF-A-/-/B-/-Vi- (= MRTF-A--/-/Bflox/flox + 3x1012 rAAV.cre) (Weinl et al., J. Clin. Invest. 
2013, 123:2193-226) y ratones CCN1-/-Vi (= Cyr61flox/flox + 3x1012 rAAV.Cre; en el laboratorio de Ralf Adams en el 
Instituto Max Planck de Biomedicina Molecular en Münster) tal como se describió anteriormente (Limbourg et al., 
Nat. Protocols 2009, 4:1737-48). Antes de la inducción de isquemia (día -14) se administraron 3x10

12
partículas de 50

virus AAV9 tal como se describe (Qin et al., PLoS ONE 2013, 8:e61831) por vía intramuscular en la pata derecha. El 
día 0, la pata izquierda se sometió a una operación simulada, mientras que la pata derecha se ligó la arteria femoral. 
Las mediciones para la recuperación del flujo sanguíneo posisquémico se llevaron a cabo mediante citometría de 
flujo Doppler con láser (Moor Instruments, Devon, Inglaterra). Se tomaron mediciones justo antes y después de la 
operación, en el día 3 y el día 7. Los resultados se están indicados como relación de pata derecha con respecto a 55
izquierda, incluida la resta del valor de tejido de fondo. El análisis de RT-PCR y HPLC se llevaron a cabo el día 5 
después de la inducción de isquemia; Se extrajo tejido de patas tratadas y no tratadas. Análisis de la densidad 
capilar y de la maduración vascular se llevaron a cabo el día 7 en todos los grupos por medio de PECAM-1-(sc1506, 
Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y tinción de NG2 (en ratones MRTF-A+/-/Bflox/flox; Chemicon, Nuremberg) 
en muestras de tejido congeladas del músculo gastrocnemio y músculo aductor.60

Isquemia de pata trasera de conejo

El día 0, se extrajo la arteria femoral completa de la pata derecha en conejos de Nueva Zelanda (Pfosser et al., 
Cardiovasc. Res. 2005, 65: 728-736) y administración de rAAV (5x1012 partículas de virus) por medio de inyección 65
intramuscular en la pata trasera derecha, tal como se indica. En el día 7 y 35, se llevó a cabo la angiografía mediante 
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inyección de medio de contraste (Solutrast 370, Byk Gulden, Konstanz) en la pata isquémica con un inyector 
automático (Harvard Apparatus, Freiburg). Además se usaron microesferas fluorescentes (15 µm, Molecular 
Probes®, Life Technologies, Carlsbad, EE. UU.) para mediciones de flujo sanguíneo en tejido isquémico y no 
isquémico. Para el análisis del flujo sanguíneo, las muestras de tejido se digirieron tal como se describió previamente 
(Thein et al., Comput. Methods Programs Biomed. 2000, 61:11-21; Kupatt et al., J Am Coll Cardiol 2010, 56:414-22). 5
El análisis de fluorescencia se llevó a cabo con un lector de placas de microtitulación Tecan Saphire 2 a las 
longitudes de onda de emisión de 680 nm, 638 nm, 598 nm, 545 nm, 515 nm, 468 nm y 424 nm, dependiendo del 
colorante fluorescente usado. Se llevaron a cabo cálculos tal como se describió anteriormente (Lebherz et al., 
Endothelium 2003, 10:257-65). El análisis de la densidad capilar y la maduración vascular se llevó a cabo con 
PECAM-1-(sc1506, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y tinción de NG2 (en ratones MRTF-A+/-/Bflox/flox; 10
Chemicon, Nuremberg) en muestras de tejido congeladas de la pata isquémica y no isquémica.

Isquemia miocárdica crónica en cerdos

Los cerdos fueron anestesiados y tratados tal como se describió anteriormente (von Degenfeld et al., J. Am. Coll. 15
Cardiol. 2003, 42:1120-8). Para ello, se implantó un stent de estrechamiento recubierto con una membrana de PTFE
en el RCx proximal, lo que condujo a una reducción del 75 % del flujo sanguíneo. La localización correcta del stent y 
la permeabilidad del vaso distal se garantizaron mediante la inyección de medio de contraste. En el día 28, las 
mediciones de línea de base para la función miocárdica global (presión diastólica final en el ventrículo izquierdo = 
LVEDP, fracción de eyección = FE) y perfusión miocárdica (microesferas fluorescentes, 15 µm, Molecular Probes®). 20
Entonces se llevó a cabo una retroinfusión selectiva regulada por presión en la vena cardiaca grande que drena el 
miocardio perfundido con RCx para 5x1012 partículas de virus rAAV.MRTF-A y rAAV.Tβ4±rAAV.MRTFA-ARNhc. En 
el día 56, se repitieron las mediciones para la función miocárdica global y el flujo sanguíneo y se determinó la función 
miocárdica regional del área isquémica y no isquémica (en reposo y con estimulación cardiaca rápida, 130 y 150 
lpm).25

Se llevó a cabo una angiografía póstuma para el cálculo del valor colateral y el análisis por medio de puntuación de 
Rentrop (0 = sin llenado, 1 = llenado de rama lateral; 2 = llenado de vaso principal parcial; 3 = llenado de vaso 
principal completo). Se extrajo tejido para análisis del flujo sanguíneo miocárdico regional e inmunohistología.

30
Función miocárdica global

El día 28 y el día 56, se examinó la función miocárdica global (LVEDP) mediante un catéter de punta de presión 
Millar (Sonometrics, Ontario, Canadá). Un angiograma del ventrículo izquierdo para la función miocárdica global se 
llevó a cabo el día 28 y el día 56. La fracción de eyección se obtuvo por planimetría de las imágenes de angiograma 35
telesistólicas y telediasistólicas (Imagen J 1.43u, National Institute of Health, EE. UU.).

Función miocárdica regional

El día 56 después de la inducción de isquemia, se llevó a cabo una esternotomía y se colocaron cristales de 40
ultrasonido de manera subendocárdica en el área no isquémica (región de control de LAD) y en el área isquémica 
(región perfundida con Cx) de manera estandarizada. El acortamiento del segmento subendocárdico (SES, 
Sonometrics, Ontario, Canadá) se examinó en reposo y con una frecuencia cardiaca aumentada (reserva funcional, 
frecuencia 130 y 150) y se evaluó fuera de línea en función de ECG.

45
Flujo sanguíneo miocárdico regional

El análisis del flujo sanguíneo miocárdico regional se llevó a cabo el día 28 (antes del tratamiento con rAAV) y el día 
56 (28 días después del tratamiento con AAV) por medio de microesferas fluorescentes (Molecular Probes®). Las 
microesferas (15 µm, 5x10

6
partículas por inyección) se inyectaron en el ventrículo izquierdo a través de un catéter 50

flexible. Las mediciones del flujo sanguíneo se llevaron a cabo en reposo y a una frecuencia cardiaca aumentada 
(130 lpm). El contenido de fluorescencia se analizó por medio de un lector de placas de microtitulación Tecan 
Sapphire 2 y se llevó a cabo un cálculo del flujo sanguíneo miocárdico regional, o bien como ml/g de tejido absoluto 
o como relación con respecto a la región no isquémica en reposo (% de flujo sanguíneo no isquémico; Kupatt et al., J 
Am Coll Cardiol 2010, 56:414-22).55

Histología

Las muestras de tejido del área isquémica y no isquémica se examinaron para determinar la densidad capilar 
(células PECAM-1 positivas, rojo) y revestimiento de pericitos (células NG2 positivas, verde). La tinción de capilares 60
se llevó a cabo con un anticuerpo anti-CD31 (SC1506, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y un anticuerpo 
secundario marcado con rodamina, mientras que la maduración vascular se cuantificó mediante tinción conjunta de 
pericitos (anticuerpos anti-NG2 AB5320, Millipore, Billerica, EE. UU.). Se tomaron fotografías de la región isquémica 
y no isquémica con una ampliación de campo de alto potencia (40 veces), y se cuantificaron 5 imágenes 
independientes por región (isquémica y no isquémica) y animal.65
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Eficiencia de transducción de rAAV

Para la evaluación de la eficiencia de transducción de rAAV, se trataron los ratones, conejos y cerdos control con 
rAAV.LacZ. Se hicieron secciones de criostato de los animales transducidos con LacZ y se tiñeron para determinar la 
β-galactosidasa (tinción azul). Además, se llevó a cabo RT-PCR para los distintos transgenes con el uso de los 5
cebadores descritos en la Tabla 1 y se analizó tal como se describió anteriormente.

Ratón con gen indicador Tomato

Estos ratones que expresan homocigotos mT/mG (Jackson Laboratory, Bar Harbor, EE. UU.) expresan sitios loxP en 10
ambos lados de un tdTomato (mT) dirigido a membrana y un eGFP dirigido a membrana (Muzumdar et al., Genesis 
2007, 45:593-605). La expresión de Cre a través de rAAV.Cre para la determinación de la eficiencia de transducción 
de virus delecionó mT (fluorescencia roja) en las células y permitió la expresión de eGFP (fluorescencia verde) en 
las mismas células (figura 4b).

15
Procedimientos estadísticos

Los resultados se indican como valores medios ± desviación estándar. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo 
con el uso de análisis de varianza de una vía (ANOVA). Cada vez que se encontró un efecto significativo (p < 0,05), 
se realizaron múltiples pruebas comparativas entre los grupos con el procedimiento de Student-Newman-Keul (IBM 20
SPSS 19.0; IBM, Chicago, EE. UU.). Las diferencias entre los grupos se consideraron significativas en p < 0,05.

Tabla 1

Secuencias de cebador usadas para PCR:

BGH en sentido 5’
BGH en sentido 3’

SEQ ID NO:2 
SEQ ID NO:3

GAPDH en sentido 5’
GAPDH en sentido 3’

SEQ ID NO:4 
SEQ ID NO:5

Tβ4 en sentido 5’
Tβ4 en sentido 3’

SEQ ID NO:6 
SEQ ID NO:7

MRTF-A en sentido 5’
MRTF-A en sentido 3’

SEQ ID NO:8 
SEQ ID NO:9

CCN1 (CYR61) en sentido 5’
CCN1 (CYR61) en sentido 3’

SEQ ID NO:10 
SEQ ID NO:11

CCN2 (CTGF) en sentido 5’
CCN2 (CTGF) en sentido 3’

SEQ ID NO:12 
SEQ ID NO:13

Ang2 en sentido 5’
Ang2 en sentido 3’

SEQ ID NO:14 
SEQ ID NO:15

<110> KUPATT, Christian HINKEL, Rabea25

< 120> VECTORES AAV PARA TERAPIA GÉNICA VASCULAR EN CARDIOPATÍA CORONARIA E ISQUEMIA 
PERIFÉRICA

<130> 233-001DE30

<150> DE 10 2014 207 153.4
<151> 14-04-2014

<160> 1735

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 6940
<212> ARN
<213> Secuencia artificial
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<400> 1

<210> 25
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 210
tctagttgcc agccatctgt tgt 23

<210> 3
<211> 18
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<400> 3
tgggagtggc accttcca 18

20
<210> 4
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

25
<400> 4
aattcaacgg cacagtcaag 20

<210> 5
<211> 2030
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 5
atggtggtga agacaccagt 2035

<210> 6
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<400> 6
tcatcgatat gtctgacaaa c 21

<210> 745
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 750
cagcttgctt ctcttgttca a 21

<210> 8
<211> 24
<212> ADN55
<213> Secuencia artificial

<400> 8
aatccatggg tcgacggtat cgat 24

60
<210> 9
<211> 24
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<400> 9
ataccatggt caggcaccgg gctt 24

5
<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<400> 10
gctaaacaac tcaacgagga 20

<210> 11
<211> 2115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 11
ggctgcaact gcgctcctct g 2120

<210> 12
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<400> 12
ccctagctgc ctaccgact 19

<210> 1330
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 1335
cattccacag gtcttagaac agg 23

<210> 14
<211> 20
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<400> 14
tcgaatacga tgactcggtg 20

45
<210> 15
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

50
<400> 15
gtttgtccct atttctatc 19

<210> 16
<211> 789055
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<400> 16
60
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<210> 17
<211> 7596
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<400> 17

10
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REIVINDICACIONES

1. Un vector viral adenoasociado (vector AAV), que comprende un gen que codifica para un factor de transcripción 
relacionado con miocardina A (MRTF-A).

5
2. El vector AAV de acuerdo con la reivindicación 1, siendo el vector AAV un AAV9 o un vector AAV pseudotipado 
con proteínas de envuelta de AAV9, preferentemente AAV2.9, AAV1.9 o AAV6.9.

3. El vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, encontrándose el gen bajo el 
control de un promotor cardioespecífico.10

4. El vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, encontrándose el gen bajo el control de 
un promotor de CMV, de un promotor de MRC2, de un promotor de MyoD o de un promotor de troponina.

5. Una composición farmacéutica que comprende un vector AAV de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores 15
y un vehículo farmacéuticamente aceptable.

6. Un vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o la composición farmacéutica de 
acuerdo con la reivindicación 5 para su uso como medicamento.

20
7. Un vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o la composición farmacéutica de 
acuerdo con la reivindicación 5 para su uso en el tratamiento de cardiopatía coronaria o isquemia periférica en un 
mamífero, preferentemente en un ser humano, un ratón, un conejo o un cerdo.

8. El vector AAV o la composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 7, donde la cardiopatía 25
coronaria es infarto de miocardio agudo, isquemia miocárdica, angina de pecho estable y/o miocardio hibernante.

9. El vector AAV o la composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 7, donde el mamífero 
es un paciente humano sin opción.
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