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DESCRIPCION

Terapia metabdlica para el estrés oxidativo en el cerebro a través del catabolismo neuronal direccionado del acido
N-acetil-aspartico

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un constructo para administracion de genes para su uso en el tratamiento de un
trastorno neurodegenerativo asociado con el estrés oxidativo. La invencion tiene aplicaciones en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes de la invencién

El término "enfermedad neurodegenerativa" abarca un amplio espectro de entidades patoldgicas fenotipicamente
distintas que estan conectadas superficialmente por su incidencia dentro del cerebro. El correcto funcionamiento de
las redes neuronales del cerebro requiere el mantenimiento estricto de gradientes electroquimicos a través de las
membranas celulares. Estos gradientes consumen mucha energia y representan aproximadamente el 20% del
presupuesto energético total del cuerpo.

La funcidon esencial del cerebro es apoyar la comunicacién electroquimica de célula a célula, que se estima que
consume el 47% del ATP derivado de la oxidacion de la glucosa, con muy pocos sustratos de energia alternativa
disponibles. Esta intensa demanda energética impone limitaciones a los aspectos fundamentales de la funcién
cerebral, haciéndola sumamente sensible al compromiso energético. El estrés metabdlico impone una gran
demanda a esta fuente de energia relativamente restringida, y si el uso de energia continia excediendo la
generacion, la funcién del sistema nervioso pronto se vera comprometida. El estrés oxidativo de esta naturaleza a
menudo precede a la muerte neuronal y es un componente de practicamente todas las enfermedades
neurodegenerativas conocidas. Por tanto, la capacidad para minimizar el estrés oxidativo puede resultar eficaz en la
progresion de los trastornos neurodegenerativos.

El acido N-acetilaspartico (NAA) es el segundo derivado de aminoacidos neuronales mas abundante en el cerebro.
El NAA proporciona un indice clinico de integridad metabdlica neuronal en casi todo el espectro de enfermedades
neurodegenerativas debido a su estrecha asociacion con la integridad metabdlica neuronal. Las reducciones en los
derivados de aminoacidos neuronales de NAA constituyen un marcador de integridad metabdlica en casi todo el
espectro neuropatolégico, lo que sugiere la participacion del NAA en un aspecto fundamental de la homeostasis
metabdlica. Sin embargo, a pesar de mas de 50 afios de investigacion, la funcidon del NAA en el contexto de la
enfermedad neurodegenerativa sigue siendo oscura.

El ciclo metabdlico natural del NAA estd estrechamente compartimentado. La evidencia experimental indica que la
funcion del NAA esté restringida a un papel en la sintesis de acidos grasos durante la mielinizacion en el desarrollo.
Esta funcién depende de la enzima hidrolitica aspartoacilasa (ASP A). LA ASP A escinde el NAA en aspartato y
acetato libre. En el cerebro, la ASP A esta restringida principalmente a los oligodendrocitos productores de materia
blanca, mientras que la sintesis ocurre casi exclusivamente en las neuronas.

La escision de NAA en aspartato y acetato libre proporciona una unidad estructural acetilada que se cree que apoya
la sintesis de acidos grasos durante la mielinizacion en el desarrollo. Experimentos anteriores sugieren que las
mitocondrias tienen un papel central en muchas enfermedades neurodegenerativas. Como el NAA puede ser un
donante de acetilo en la via de sintesis de lipidos de mielina en oligodendrocitos, a través de la actividad catabdlica
de la enzima ASP A, puede desempefiar un papel en la progresion de enfermedades neurodegenerativas.

También se cree que tanto la sintesis de acidos grasos como de ATP requieren un suministro constante de acetil
coenzima A (AcCoA). La inmensa mayoria de AcCoA disponible en el cerebro proviene directamente de la oxidacion
de la glucosa. Por lo tanto, durante el periodo intensivo de mielinizacién en el desarrollo, la escision de NAA por ASP
A en oligodendrocitos desacopla la sintesis de acidos grasos de la generacion de ATP mediante la suplementacion
de AcCoA.

Se cree ademas que la pérdida de la funcion de la ASPA da como resultado la desmielinizacién y la degeneracion
espongiforme, lo que conduce a trastornos neurodegenerativos como la leucodistrofia pediatrica heredada de la
enfermedad de Canavan (CD). La CD es la unica enfermedad con patologia conocida asociada con niveles
anormalmente elevados de NAA en el cerebro. Otros trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de
Alzheimer (AD) también han sido objeto de mucha investigacion. A pesar de los avances en la terapia, el Alzheimer
sigue siendo una enfermedad debilitante y ninguna terapia actual trata el defecto basico de dicha afecciéon. Aunque
las enfermedades neurodegenerativas son invariablemente multifactoriales, la identificacion de una respuesta al
estrés comun seria de considerable beneficio terapéutico.

La capacidad de redirigir los recursos metabolicos de funciones no esenciales probablemente forma la base para
mantener la integridad celular frente al estrés patoldgico. Si la actividad de ASPA aumentara en las neuronas, podria
lograrse un nuevo suplemento energético escindiendo concentraciones milimolares de NAA en su fuente para
apoyar la sintesis de ATP. El estado de la técnica en este momento no ha descrito el uso de NAA como fuente para
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la sintesis de ATP. Por tanto, existe una necesidad en la técnica de explorar dicha fuente celular alternativa de
AcCoA como fuente alternativa para la cascada de sintesis de ATP.

Moffett et al. "N-acetylaspartate in the CNS: From neurodiagnostics to neurobiology", Prog Neurobiol. 2007
Feb;81(2):89-131. Epub 2007 Jan 5. describe que las enfermedades y trastornos en donde disminuyen los niveles
de NAA en el cerebro incluyen isquemia cerebral, lesion cerebral, cancer de cerebro, esclerosis mdultiple y
enfermedad de Alzheimer, entre otras. Las reducciones regionales en la concentracion de NAA y la relacion NAA-
creatina se encuentran en pacientes individuales y en grupos de pacientes que dan positivo en la prueba de
demencia clinica. Los pacientes con enfermedad de Alzheimer muestran constantemente una reduccion del 15-20%
en NAA/Cr (o concentraciéon de NAA) en la sustancia gris de la circunvolucién cingulada posterior. Sin embargo,
Moffet et al. no proporciona un tratamiento exitoso de la enfermedad de Alzheimer empleando tal terapia génica el
gen ASPA.

Sumario de la invencién

La presente divulgacion aborda las necesidades de la técnica anterior al proporcionar un método novedoso para
producir AcCoA en neuronas. La presente invencidn proporciona un constructo para administracién de genes que
comprende un vector y un &cido nucleico que codifica aspartoacilasa (ASPA) para su uso en el tratamiento de un
trastorno neurodegenerativo asociado con el estrés oxidativo, en donde el trastorno es la enfermedad de Alzheimer.

La presente divulgacion se refiere a una expresion dirigida de ASPA en neuronas usando vectores virales
recombinantes. La presente divulgacion se refiere a un método novedoso para tratar trastornos cerebrales y lesiones
cerebrales asociadas con tejidos deficientes en energia. La presente divulgacién se refiere a un método para aliviar
la deficiencia de energia en tejidos locales aumentando el catabolismo de NAA en neuronas. El catabolismo de NAA
a nivel celular se logra mediante la enzima ASPA como un proceso de produccion de energia que puede apoyar la
sintesis de ATP al suministrar al menos un sustrato limitante de tasa como AcCoA.

La presente divulgacion se refiere a métodos para expresar ASPA en neuronas, mediante métodos virales o no
virales, para complementar el metabolismo oxidativo. En otro aspecto, la expresién de ASPA en neuronas
proporciona una medida profilactica para resistir el estrés oxidativo en los respectivos niveles celulares y tisulares de
pacientes con riesgo de desarrollar una amplia gama de afecciones neurolégicas clinicamente relevantes causadas
por estrés metabdlico y oxidativo.

La presente divulgacion se refiere a métodos de tratamiento para cualquier afeccion neurodegenerativa o lesion del
cerebro o del sistema nervioso central que incluye, pero no se limita a, la enfermedad de Alzheimer. En otro aspecto
mas, se describen métodos para tratar sujetos que padecen o estan en riesgo de desarrollar una enfermedad
neurodegenerativa. Dichos métodos incluyen seguir los pasos de direccionar hacia las neuronas para la expresion
extrafisiolégica de ASPA mediante la administracion de cantidades terapéuticamente efectivas de un ADN de ASPA
0 un constructo para administracion que contiene vectores virales recombinantes y al menos un ADN enddgeno o
exodgeno aislado que codifica la enzima ASPA o una proteina que regula la actividad intra y extracelular de ASPA.

La presente divulgacion se refiere a nuevos métodos celulares para promover la sintesis extrafisioldgica de ATP
mejorando o potenciando la actividad de ASPA en células neurales que no contienen ASPA.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 proporciona que la expresién de ASPA en neuronas primarias da como resultado un aumento de los
niveles de ATP durante el estrés oxidativo. Las neuronas corticales primarias se sometieron a privacién de glucosa y
oxigeno en presencia de NAA (10 mM) y se analizaron los niveles de AcCoA y ATP mediante HPLC. Los resultados
indicaron que las células transducidas de AAV-ASP A (A) manifestaron cantidades significativamente mayores de
ambos metabolitos energéticos (B & C) que los controles negativos de AAV-GFP, lo que sugiere una mayor
resistencia al estrés oxidativo.

La Figura 2 proporciona la compartimentacion natural de la sintesis y el catabolismo de NAA en el cerebro y la
relacion del metabolismo de NAA con la energia. La sintesis de NAA en las neuronas se basa en los metabolitos del
ciclo del TCA, especificamente AcCoA. El NAA es exportado a los oligodendrocitos, que contienen ASPA, para la
generacion de acetato para apoyar la mielinizacion (sintesis de acidos grasos). La presente invencion describe el
uso de vectores virales para introducir ASPA en neuronas para complementar los niveles celulares de AcCoA
mediante la liberacion de acetato a partir de moléculas de NAA. Por tanto, la transferencia de ASPA al
compartimento neuronal daria como resultado una ganancia neta de ATP.

La Figura 3 proporciona una demostracion de aplicacion general del coste energético de la sintesis de NAA vy el
potencial de aumento energético de ASPA. Se transfectaron células HEK-293 con casetes de expresion que
contenian ADN plasmidico para NAA sintasa (Nat8L), ASPA o ambos. La sobreexpresién de Nat8L da como
resultado grandes aumentos en NAA, medido por HPLC, y las correspondientes reducciones tanto en AcCoA como
en ATP. La expresién de ASPA en células transfectadas con Nat8L revierte el déficit energético asociado con la
sintesis de NAA al aumentar los niveles de AcCoAy ATP.
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La Figura 4 representa los efectos de la transduccion de ratones 5xFAD con AAV-ASPA sobre la integridad
oxidativa. Se transdujeron animales de 6 semanas con AAV-ASPA y se analizaron los cerebros a los 4 meses de
edad para NAA y GSH:GSSG en relacion con la cirugia simulada, AAV-GFP y controles de tipo salvaje. (A) los
niveles de NAA se redujeron significativamente en los cerebros de los animales AAV-ASPA en relacion con los
controles de AAV-GFP vy cirugia simulada a los 4 meses (10 semanas después de las cirugias; n=6) junto con una
mejora significativa en GSH: GSSG (B). Nétese la reduccion significativa de GSH:GSSG en los controles 5xFAD
(simulados y AAV-GFP) en relacion con los animales de tipo salvaje. (C) Cromatograma de HPLC representativo que
muestra la asociacion entre la disminucion de NAA y el aumento de GSH en los cerebros AAV-ASPA (linea negra)
en comparacion con los cerebros AAV-GFP (linea gris).

La Figura 5 proporciona pruebas de memoria en ratones 5xFAD a los 5, 7 y 9 meses de edad. En este escenario, a
los ratones se les inyecté AAV-ASPA, AAV-GFP (una proteina fluorescente verde no funcional) o con solucion salina
fisiolégica (Simulacro) a las 6 semanas de edad. A los 5, 7 y 9 meses de edad, los animales se probaron en el
laberinto radial de 8 brazos junto con ratones normales no FAD de la misma edad (Tipo Salvaje). EI numero de
entradas en los brazos visitados previamente (entradas repetidas) antes de completar la tarea (visitando todos los
brazos) es la variable que se mide. Los ratones normales cometen pocos errores en todos los momentos en relacién
con los controles 5xFAD AAV-GFP y Simulacro. Los ratones 5xFAD AAV-ASPA mostraron reducciones muy
significativas en los recuentos de errores en todas las edades analizadas (grupo rojo), lo que indica mejoras a largo
plazo en la memoria.

La Figura 6 proporciona el casete de expresion AAV-ASPA. El mapa del plasmido AAV muestra los componentes del
casete del transgén ASPA. Los elementos circunscritos por las ITR se empaquetan en viriones AAV 2 como se
muestra.

La Figura 7 proporciona los componentes de cada unidad de ADNss que esta empaquetada dentro de la capside de
AAV; el Casete de Transcripcion rAAV. Se describe con mas detalle la fabricacion de rAAV2-NSE- ASPA-WPRE-
bGH. En consecuencia, el casete de transcripcion de AAV consistia en un promotor de enolasa especifica de
neurona de rata (NSE) de 1.8 kb que flanqueaba el ADNc de ASPA, en el extremo 5' y el elemento regulador
postraduccién del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE) y secuencias de la hormona del crecimiento bovino
poli A (bGHpA) que flanquean el ADNc en el extremo 3', con el casete limitado por secuencias ITR de AAV2. En esta
realizacién, el VAA recombinante se produjo mediante transfeccion transitoria de células HEK 293 seguida de
recoleccién y purificacién que implican cromatografia en columna de afinidad con sulfato de heparina. La formulacién
final fue como AAV2-NSE-ASPA-WPRE-bGHpA recombinante, en IX solucion salina regulada con fosfato.

Descripcion detallada de la invencion y realizaciones preferidas

La presente invencion proporciona un constructo para administracion génica que comprende un vector y un acido
nucleico que codifica aspartoacilasa (ASPA) para su uso en el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo
asociado con el estrés oxidativo, en donde el trastorno es la enfermedad de Alzheimer.

Preferiblemente, la enfermedad de Alzheimer es una enfermedad hereditaria.
Preferiblemente, el acido nucleico comprende una secuencia identificada como SEQ ID No: 1.
Preferiblemente, el vector es un vector viral o un vector no viral.

Preferiblemente, el vector viral se selecciona del grupo que consiste en un vector AAV1, un vector AAV2, un vector
AAV3, un vector AAV4, un vector AAV5, un vector AAV6, un vector AAV7, un vector AAVS8, un vector AAV9, un
vector AAV 10 vector, un vector AAV1 1, un vector retroviral, un vector alfaviral; un vector viral de vaccinia; un vector
adenoviral y un vector viral del herpes simple.

Preferiblemente, el vector no viral es un lipido, una polilisina, un polimero poliamino sintético, o un plasmido.

Preferiblemente, el acido nucleico codifica una secuencia de aminoacidos que comprende una secuencia
identificada como SEQ ID No: 2.

Se contemplan nuevos procesos de produccidon de energia, mediante los cuales los inventores emplean la
conversidon catabdlica de NAA dependiente de ASPA como via para generar sustratos limitadores de tasas
esenciales para la sintesis de ATP. El catabolismo de NAA a nivel celular aumenta el suministro de sustrato AcCoA
que respectivamente soporta la sintesis de ATP en el sitio de interés que genera una fuente adicional de AcCoA
para energia metabdlica. Se describen métodos para tratar sujetos que lo requieren en donde el método proporciona
la expresion de ASPA en neuronas o cualquier otra célula dentro del sistema nervioso que no muestre de forma
natural expresion de ASPA.

Se divulgan constructos para administracion de terapia génica que contienen un ADN aislado de ASPA (SEQ. ID.
No. 1) o ADN para cualquiera de aspartoacilasa; aminoacilasa Il; N-acetilaspartato amidohidrolasa; acetil-aspartico
desaminasa; acilasa Il y virus adenoviral asociado (AAV). También se describen composiciones farmacéuticas y
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métodos para ftratar, prevenir o reducir los sintomas de enfermedades neurodegenerativas asociadas con la
neurodegeneracion que conducen a trastornos como la enfermedad de Alzheimer.

Se divulgan ademas composiciones y métodos para el tratamiento de la AD que utilizan la expresion transgénica de
ASPA dentro de células que no tienen ASPA o que estan patofisiolégicamente comprometidas para expresar ASPA
en cantidades suficientes. El gen ASPA que se va a expresar en las células huésped es un gen ASPA desnudo, de
tipo salvaje o mutado, o estd en forma de un constructo para administracion de AAV -ASAP. Una ASPA viral o no
viral no inmunogénica que contiene constructos para administracion que comprenden AAV y un ADN ASPA aislado,
se administra a un paciente con riesgo de AD en cantidades terapéuticamente efectivas para tratar o ralentizar la
progresion de la desmielinizacion a nivel neuronal. El acido nucleico que codifica ASPA esta alineado
operativamente con un promotor. EI promotor es un promotor especifico de tejidos o células, por ejemplo un
promotor especifico de neuronas. Dichos promotores son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, el
promotor de enolasa especifico de neuronas.

Los métodos divulgados para aumentar el proceso metabolico se pueden lograr mediante intervenciones genéticas,
farmacoldgicas y dietéticas adicionales que mejorarian la disponibilidad local de ATP a través del direccionamiento
de NAA en el cerebro. El aumento del proceso metabdlico incluye, por ejemplo, la expresién de ASPA
extrafisiolégica en neuronas, astrocitos u oligodendrocitos (por ejemplo, la expresién de ASPA en neuronas
colinérgicas del cerebro con enfermedad de Alzheimer); expresion de Nat8L extrafisiologico (NAA sintasa) en
neuronas, astrocitos u oligodendrocitos; administracion de agentes farmacolégicos que alteran la expresion de ASPA
o NatSL en neuronas, astrocitos u oligodendrocitos; manipulacién genética o farmacoldgica de rutas de sefalizacion
que se dirigen a la sintesis o catabolismo de NAA en neuronas, astrocitos u oligodendrocitos; y manipulacion de
células madre con el fin de modular la sintesis o el catabolismo de NAA (por ejemplo, la expresion ex vivo de ASPA,
la sintesis ex vivo de NAA sintasa).

La presente invencién se puede complementar instituyendo un régimen dietético que se dirija a la sintesis o
catabolismo de NAA en neuronas, astrocitos u oligodendrocitos. Dicho régimen puede incluir la administracion de
anti-oxidantes tales como vitamina E, vitamina C, flavonoides, polifenoles de hierbas, carotenoides adecuados,
terapia con cetonas, triheptanoina, acido succinico y acetato de calcio.

El ciclo metabdlico natural de NAA esta estrechamente compartimentado, con sintesis restringida a neuronas y
catabolismo por ASPA a oligodendrocitos. EI NAA constituye aproximadamente el 1% del peso seco del cerebro de
los mamiferos y esta presente en cantidades milimolares, estando la inmensa mayoria presente intraneuronalmente.
Por lo tanto, la expresion de ASPA en células neurales, neuronas y astrocitos, a través de métodos virales o no
virales, tendra acceso directo a un suministro abundante de sustratos que pueden usarse para suplementar el
metabolismo oxidativo en células que se ven afectadas por una amplia gama de patologias neuronales.

Los inventores describen un modelo animal en donde un ratén transgénico sin ASPA manifiesta marcadores
metabdlicos de estrés oxidativo inmediatamente antes de la degeneracion progresiva de la sustancia blanca. Los
expertos en la materia pueden apreciar que un aumento en los marcadores metabdlicos del estrés oxidativo indica
que el catabolismo de NAA juega un papel central en el mantenimiento de la integridad metabdlica en los
oligodendrocitos productores de materia blanca (Francis et. Al. 2012). Los meétodos y kits para analizar la
concentracion de tales marcadores metabdlicos se describen como herramientas de diagndstico para evaluar el
riesgo del paciente de desarrollar enfermedades neurodegenerativas como la AD.

Si bien la actividad de ASPA esta restringida a las células de la materia blanca en el cerebro, la capacidad
demostrable de los niveles extrafisioldgicos de actividad de ASPA para complementar la sintesis de ATP proporciona
estrategias e intervenciones terapéuticas en las células del cerebro. Se divulga el mecanismo de administracion de
un constructo que contiene ASPA a tejidos y areas que son nulas de ASPA, estan en riesgo de deficiencia de
expresion de ASPA, o estan en riesgo de experimentar o sufrir estrés oxidativo.

Se divulgan métodos de administracion de un acido nucleico que codifica ASPA o un homdlogo del mismo
funcionalmente mutado a poblaciones especificas de células cerebrales in vivo para la generacion de acetato libre
que apoyaria respectivamente la sintesis de ATP. Se describen métodos para aumentar la resistencia frente al
estrés oxidativo y, posteriormente, la muerte celular provocada por el estrés oxidativo en condiciones neuroldgicas
degenerativas asociadas a la desmielinizacion.

Se describen células recombinantes que se transforman con la expresion de un acido nucleico que codifica ASPA o
un homologo funcionalmente mutado del mismo con al menos 75%, 85%, 90% o 95% de homologia. El acido
nucleico que codifica la ASPA se introduce en las células hospedadoras de interés mediante administracién directa o
mediante un constructo que comprende AAV y un acido nucleico que codifica la ASPA (SEQ ID No: 1) o un
fragmento funcional del mismo en forma salvaje o un homologo funcionalmente mutado, en donde el acido nucleico
codifica una secuencia de aminoacidos de (SEQ ID No: 2) o estad operativamente enlazado a un promotor. Las
células recombinantes se aislan y preparan para su administracién a un sujeto o se hacen crecer y cultivan in vitro
para uso futuro. Las células adecuadas incluyen una célula de mamifero, preferiblemente neuronas humanas,
astrocitos, oligodendrocitos u oligodendrocitos deficientes en ASPA. Se describen métodos para producir AcCoA
celular mediante la adopcién de medidas que incluyen (a) el cultivo de células huésped que se transforman con la
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expresion de acido nucleico que codifica ASPA a través de un mecanismo de administracion, (b) el aislamiento de
una poblacién de células que muestran una elevacion en la concentracion de ASPA y (c) la administracion de dicha
poblaciéon de células en un portador farmacéuticamente aceptable a un paciente con riesgo de desarrollar una
enfermedad neurodegenerativa como la AD. El mecanismo de suministro puede incluir el suministro de un constructo
que consta de AAV y un acido nucleico que codifica ASPA (SEQ. ID. No: 1) o un fragmento funcional del mismo, y
en donde el acido nucleico codifica una secuencia de aminoacidos de (SEQ. ID. No: 2) o un péptido unido
operativamente a un promotor en condiciones que promueven la expresion de dicha ASPA.

El virus adenoasociado (AAV) es un parvovirus de ADN monocatenario, que se integra en el genoma del huésped
durante la fase latente de infectividad. EI AAV se considera un virus dependiente porque requiere funciones
auxiliares del adenovirus o del virus del herpes para poder replicarse. En ausencia de cualquiera de estos virus
auxiliares, el VAA puede infectar células, desencadenarse en el nucleo e integrar su genoma en el cromosoma de la
célula huésped, pero no puede replicarse ni producir nuevas particulas virales. Se describe que los AAV son Utiles
como vectores transductores, en parte, porque ninguno de los serotipos conocidos se ha relacionado con ninguna
enfermedad humana. Esta caracteristica hace que los AAV sean distintos de los parvovirus auténomos, que pueden
causar una variedad de trastornos humanos. Los serotipos adecuados incluyen, entre otros, AAV tipo 1, AAV tipo 2,
AAV tipo 3 (incluidos los tipos 3 Ay 3B), AAV tipo 4, AAV tipo 5, AAV tipo 6, AAV tipo 7, AAV tipo 8, AAV tipo 9, AAV
tipo 10, AAV tipo 11, AAV aviar, AAV bovino, AAV canino, AAV equino, AAV ovino. En una realizacion mas preferida,
dichos vectores son un vector AAV1, un vector AAV2, un vector AAV3, un vector AAV4, un vector AAV5, un vector
AAVG6, un vector AAV7, un vector AAVS8, un vector AAV9, un vector AAV 10, o un vector AAV1 1.

La presente invencion también contempla el uso de otros vectores virales o no virales y constructos para
administracion que pueden facilitar la administracion del gen ASPA al tejido o area de interés. Las constructos para
administracion descritos en este documento incluyen, "constructo vector", "vector de expresion" y "vector de
transferencia de genes" o cualquier otro constructo de acido nucleico capaz de dirigir la expresion de un gen de
interés y que puede transferir secuencias de genes a células diana. Por tales razones, cualquier constructo para
administracion para los propositos de la presente invencion incluye constructos virales o no virales que no provocan
una respuesta inmunogénica, tienen un amplio rango de hospedadores, un excelente perfil de seguridad y la
duracion de la expresién del transgén en hospedadores infectados, puede ser un candidato para los mecanismos de
administracion aqui descritos. Otros vectores virales incluyen, pero no se limitan a, un vector retroviral, un vector
alfaviral; un vector viral de vaccinia; un vector adenoviral y un vector viral del herpes simple. En otra realizacion, el
vector no viral incluye, pero no se limita a, un lipido, una polilisina, un poliamino polimero sintético, o un plasmido.

Como se usa en el presente documento, los términos "transferencia de genes", "suministro de genes" y
"transduccion de genes" se refieren a métodos o sistemas para insertar de forma fiable una secuencia de
nucleotidos particular (por ejemplo, ADN) en células diana. Este mecanismo puede incluir no solo ADN desnudo o
aislado de tipo salvaje para ASPA, sino también cualquier homdélogo del mismo con al menos 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 0 98% de homologia.

Como se usa en este documento, el término "terapia génica" se refiere a un método de tratamiento de un paciente
en donde las secuencias de acido nucleico se transfieren a las células de un paciente de manera que se restaura la
actividad y/o la expresion de una molécula, polipéptido, proteina o enzima particular o iniciado.

El término "acido nucleico" como se usa en este documento se refiere a una secuencia de ADN o ARN. Los acidos
nucleicos pueden, por ejemplo, ser monocatenarios o bicatenarios. El término incluye secuencias tales como
cualquiera de los analogos de bases conocidos de ADN y ARN. El término "molécula de ADN recombinante" se
refiere a una molécula de ADN que se compone de segmentos de ADN unidos mediante técnicas de biologia
molecular. El término "elemento regulador” se refiere a un elemento genético que puede controlar la expresion de
secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor es un elemento regulador que facilita el inicio de la
transcripcion de una region codificante unida operativamente. Otros elementos regulatorios son sefiales de
empalme, sefiales de terminacion, etc.

Los expertos en la técnica pueden apreciar que los inventores divulgan métodos de tratamiento que pueden usarse
en el manejo de diversos trastornos neurodegenerativos. Estas enfermedades pueden ser afecciones hereditarias
y/lo esporadicas que se caracterizan por una disfuncién progresiva del sistema nervioso y, a menudo, estan
asociadas con atrofia de las estructuras centrales o periféricas afectadas, desmielinizacién y formacion de placas
dentro del sistema nervioso. Incluyen enfermedades como la enfermedad de Alzheimer y otras demencias, Cancer
de Cerebro, Enfermedades Nerviosas Degenerativas, Encefalitis, Epilepsia, Trastornos Cerebrales Genéticos,
Malformaciones de la Cabeza y el Cerebro, Hidrocefalia, Accidente Cerebrovascular, enfermedad de Parkinson,
Esclerosis Multiple, Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA o Enfermedad de Lou Gehrig), Enfermedad de Huntington,
Enfermedades Pridnicas, Lesién Cerebral Traumatica y otras. Los tejidos patofisiolégicos afectados por tal condicién
incluyen, pero no se limitan a, la corteza cerebral; sustancia blanca intracraneal, ganglios basales, talamo,
hipotalamo, tronco encefalico y cerebelo.

La enfermedad de Alzheimer manifiesta una disminucion de la integridad de las redes neuronales que participan en
el aprendizaje y la memoria y es la principal enfermedad neurodegenerativa relacionada con la edad. Actualmente
no existe un tratamiento eficaz para la AD. Ademas de la edad, los factores de riesgo conocidos para la AD son
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pocos, pero las neuronas sensoriales colinérgicas ocupan un lugar destacado en la enfermedad. Estas neuronas
sintetizan acetilcolina (ACh) a través de un proceso intensivo en energia que depende de la glucosa, y requiere
AcCoA. La sintesis de acetilcolina se reduce en la AD vy los defectos colinérgicos preceden a la formacién de placa
en modelos de ratones -amiloides mutantes de AD.

La ACh tiene paralelismos significativos con el NAA en cuanto ambos son derivados acetilados que requieren
intermedios del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) para la sintesis. La sintesis de ACh esta soportada por el reciclaje
de colina y acetato de la hendidura sinaptica a través de la acetilcolinesterasa (AChE), que descompone la ACh en
los constituyentes colina y acetato para su readsorcidon por la terminal presinaptica. Entonces, el acetato esta
disponible para la sintesis de AcCoA, que a su vez contribuye tanto a ACh como a ATP.

Los presentes inventores han generado datos de eficacia en un modelo de ratén de AD familiar mediante la
transduccion de neuronas colinérgicas con vectores virales adenoasociados que contienen ASPA (AAV-ASPA). Los
datos apoyan las demandas energéticas de la sintesis de ACh mediante la provision de niveles extrafisiologicos de
AcCoA (Figura 3). El término "en combinacién operable", "en orden operable" o "unido operablemente" se refiere al
enlace de secuencias de acido nucleico de tal manera que una primera molécula de acido nucleico (por ejemplo,

promotor) es capaz de dirigir la transcripcion de una segunda secuencia de acido nucleico (por ejemplo, ADNsi).

El término "tratar" o "tratamiento" como se usa en este documento se refiere a ejecutar un protocolo, que puede
incluir administrar uno o mas farmacos a un paciente (humano o de otro tipo), en un esfuerzo por aliviar los signos o
sintomas de la enfermedad. El alivio puede ocurrir antes de que aparezcan los signos o sintomas de la enfermedad,
asi como después de su aparicion. Por tanto, "tratar" o "tratamiento" incluye "prevenir" o "prevencion" o "tratar
profilacticamente" una enfermedad. Ademas, "tratar" o "tratamiento" no requiere el alivio completo de los signos o
sintomas, no requiere una cura y especificamente incluye protocolos que tienen solo un efecto marginal en el
paciente.

El término "paciente" o "sujeto" que lo requiere se refiere a un sistema biolégico al que se puede administrar un
tratamiento para el beneficio clinico afiadido. Un sistema bioldgico puede incluir, por ejemplo, un paciente humano,
mamiferos como ratones, roedores, perros, gatos y otros animales como peces, pajaros, etc.

El tratamiento de defectos en las células o tejidos cerebrales afectados por cualquier enfermedad
neurodegenerativa, que implica desmielinizacién y/o atrofia cerebral, puede revertirse mediante los métodos
descritos en este documento. También se ha descrito un tratamiento especifico de tejido mediante el cual los tejidos
de las células sin ASPA pueden tratarse ex vivo o in vivo para expresar el acido nucleico que codifica ASPA. En otro
aspecto de la presente invencion, la expresion de ASPA conducira a mejorar el catabolismo de NAA y aumentar las
concentraciones de AcCoA, un sustrato para la via metabdlica. En realizaciones particularmente preferidas, el AAD-
ASPA con un promotor adecuado muestra una excelente expresion en células neuronales de un mamifero, lo que
indica la reversion de las manifestaciones neurodegenerativas.

Como se define en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente efectiva" o "dosis terapéuticamente
efectiva" es una cantidad o dosis de constructos de ADN de AAV-ASPA capaz de producir cantidades suficientes de
una proteina deseada para restaurar o reiniciar la actividad de la ASPA, proporcionando asi sustratos para acelerar
la via sintética de ATP. Una cantidad o dosis terapéuticamente efectiva del constructo de AAV transfectado que
confiere expresion de ASPA humana, por ejemplo, a un paciente que padece AD, disminuira los sintomas de la AD.
Ademas, una cantidad o dosis terapéuticamente efectiva del constructo de terapia génica de AAV transfectada que
proporcione expresion de ASPA humana o una parte activa de la misma tratara, evitara o tratara profilacticamente
cualquier dafio adicional al sistema nervioso central, las células cerebrales, u otros tejidos afectados por tales
condiciones.

Las células del sujeto Utiles para cultivo y/o administracion incluyen todas las células dentro del sistema nervioso
independientemente del tipo o ubicacidon. En consecuencia, tales células pueden ser de tres tipos de células
nerviosas; neuronas motoras nerviosas, neuronas sensoriales y neuronas auténomas y ubicaciones tales como
corteza cerebral; sustancia blanca intracraneal, ganglios basales, talamo, hipotalamo, tronco encefalico y cerebelo.

Los vectores y constructos de terapia génica de VAA de la presente invencion se pueden preparar usando técnicas
conocidas en la técnica para proporcionar, como componentes operativamente enlazados, (a) secuencias de control
que incluyen regiones de iniciaciéon y terminacién de la transcripcion y (b) secuencias de nucleétidos que codifican
una proteina deseada o un fragmento funcional de la misma. Los vectores virales adecuados para la administracion
del acido nucleico ASPA incluyen, pero no se limitan a, los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11 de AAV,
preferiblemente AAV2. En una realizacion, los vectores adecuados incluyen vectores de virus (por ejemplo,
retrovirus, alfavirus; virus vaccinia; adenovirus, virus adenoasociado o virus de herpes simplex), y vectores no virales
como vectores de lipidos, vectores de polilisina, polimero de poliamino sintético, vectores que se utilizan con
moléculas de &acido nucleico, plasmidos y similares.

En otra realizacién, los vectores virales adecuados incluyen, pero no se limitan a, vectores derivados de:
Adenoviridae; Birnaviridae; Bunyaviridae; Caliciviridae, grupo Capillovirus; grupo de Carlavirus; grupo de virus de
Carmovirus; Grupo Caulimovirus; Grupo de Closterovirus; grupo del virus del moteado amarillo de la Commelina;
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Grupo de virus Comovirus; Coronaviridae; grupo de fagos PM2; Corcicoviridae; grupo de Virus Cripticos; grupo
Criptovirus; grupo de virus de la Familia Cucumovirus (grupo de fagos [PHgr] 6; Cysioviridae; Grupo de Mancha
anular de Clavel; Grupo de virus Diantovirus; Grupo de Marchitamiento de la haba; Grupo de virus Fabavirus;
Filoviridae; Flaviviridae; Grupo de Furovirus; Grupo de Geminivirus; Grupo de Giardiavirus; Hepadnaviridae;
Herpesviridae; grupo de Virus Hordeivirus; grupo de virus lllarvirus; Inoviridae; Iridoviridae; Leviviridae;
Lipothrixviridae; grupo de Luteovirus; grupo de virus Marafivirus; grupo de virus enanos cloréticos del Maiz;
icroviridae; Myoviridae; grupo de Necrovirus; grupo de virus Nepovirus; Nodaviridae; Orthomyxoviridae;
Papovaviridae; Paramyxoviridae; grupo del virus de la mancha amarilla de la Chirivia; Partitiviridae; Parvoviridae;
Grupo de virus del mosaico del guisante; Phycodnaviridae; Picornaviridae; Plasmaviridae; Prodoviridae;
Polydnaviridae; Grupo de Potexvirus; Potyvirus; Poxviridae; Reoviridae; Retroviridae; Rhabdoviridae; Grupo
Rhizidiovirus; Siphoviridae; grupo de Sobemovirus; Fagos de Tipo SSV 1; Tectiviridae; Tenuivirus; Tetraviridae;
Grupo Tobamovirus; Grupo Tobravirus; Togaviridae; Grupo Tombusvirus; Grupo Torovirus; Totiviridae; Grupo
Tymovirus; y satélites de virus de Plantas.

Los expertos en la técnica apreciaran que se puedan encontrar los protocolos que se usan para producir vectores
virales recombinantes y para usar vectores virales para la administracion de acidos nucleicos. Dichos protocolos se
pueden encontrar, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. et al. (eds.) Greene
Publishing Associates, (1989) y otros manuales de laboratorio estandar (por ejemplo, Vectors for Gene Therapy. In:
Current Protocols in Human Genetics. John Wiley and Sons, Inc.: 1997).

En otro aspecto de la presente invencion, los vectores empleados en los métodos de esta invencién pueden ser, por
ejemplo, un plasmido, un vector no viral o un vector viral, tal como un vector retroviral que puede empaquetar un
genoma retroviral recombinante (ver, por ejemplo, Pastan et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:4486 (1988); Miller
et al, Mol. Cell. Biol. 6:2895 (1986)). En este aspecto de la invencién, el retrovirus recombinante se puede usar para
infectar y de ese modo administrar un acido nucleico de la invencion a las células infectadas. El método exacto de
introducir el acido nucleico alterado en células de mamifero, por supuesto, no se limita al uso de vectores
retrovirales. Otras técnicas estan ampliamente disponibles para este procedimiento, incluido el uso de vectores
adenovirales (Mitani et al, Hum. Gene Ther. 5:941-948, 1994), vectores virales adenoasociados (AAV) (Goodman et
al, Blood 84: 1492-1500, 1994), vectores lentivirales (Naldini et al, Science 272:263-267, 1996), vectores retrovirales
pseudotipificados (Agrawal et al, Exper. Hematol. 24:738-747, 1996).

También se describen particulas virales quiméricas, que son bien conocidas en la técnica y contienen proteinas
virales y/o acidos nucleicos de dos o mas virus diferentes en cualquier combinacién para producir un vector viral
funcional. Las particulas virales quiméricas también pueden comprender una secuencia de aminoéacidos y/o
nucleotidos de origen no viral (por ejemplo, para facilitar el direccionamiento de vectores a células o tejidos
especificos y/o para inducir una respuesta inmune especifica).

La presente invencidon también describe particulas de virus "dirigidas" (por ejemplo, un vector de parvovirus que
comprende una capside de parvovirus y un genoma de AAV recombinante, en donde se ha insertado o sustituido
una secuencia de direccionamiento exégena en la capside de parvovirus).

Las técnicas de transduccion fisica también pueden usarse como un modo de suministro de la secuencia de acido
nucleico ASPA. Dichas técnicas incluyen, pero no se limitan a, liberacion de liposomas y mecanismos de endocitosis
mediados por receptores y otros (véase, por ejemplo, Schwartzenberger et al., Blood 87:472-478, 1996). Otros
medios apropiados para la transfeccion, que incluyen vectores virales, transfectantes quimicos o métodos
fisicomecanicos tales como electroporacion y difusion directa de ADN, se describen, por ejemplo, en Wolff et al,
Science 247: 1465-1468, (1990); y Wolff, Nature 352:815-818, (1991).

También se pueden expresar proteinas recombinantes utilizando los métodos de la presente invencion. Las
secuencias de acido nucleico que codifican el gen ASPA o una parte del mismo se pueden fusionar en el marco, con
respecto al marco de lectura de traduccién, con secuencias de acido nucleico que codifican etiquetas o epitopos.
Dichas etiquetas y/o epitopos se utilizan de forma rutinaria por los profesionales expertos para rastrear la expresion
de proteinas y como medio para purificar proteinas recombinantes. Las etiquetas pueden ser utiles para detectar la
expresion del transgén después de la administracion.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas descritas anteriormente pueden obtenerse usando
métodos recombinantes, tales como cribado de ADNc y bibliotecas gendmicas de células que expresan proteinas o
derivando la secuencia de un vector que se sabe que incluye las mismas. Ademas, la secuencia deseada puede
aislarse directamente a partir de células y tejidos que la contengan, utilizando técnicas estandar, tales como
extraccién con fenol y PCR de ADNc o ADN gendmico. Las secuencias de nucleétidos que codifican una proteina de
interés también pueden producirse sintéticamente, en lugar de clonarse. Por ejemplo, la secuencia completa puede
ensamblarse a partir de oligonucledtidos superpuestos preparados mediante métodos estandar y ensamblarse en
una secuencia codificadora completa (véase, por ejemplo, Edge, Nature 292:756 (1981); Nand Jay et al, J. Biol.
Chem., 259:6311 (1984)).

Aunqgue no se pretende que la presente invencién se limite a ningin método particular para evaluar la produccion de
proteinas bioldgicamente activas o evaluar la capacidad de moléculas que pueden modular la actividad del
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catabolismo de ASPA y NAA, también se contemplan métodos tales como inmunoensayos y ensayos de actividad
bioldgica in vitro e in vivo.

La siguiente es una realizacion de ejemplo de la presente invencion en la que las secuencias de acido nucleico que
codifican ASPA se producen y administran a un huésped. Un experto en la técnica apreciaria que las secuencias de
acido nucleico que codifican otras proteinas de interés pueden incorporarse en los vectores de terapia génica de
AAV de la presente invencion.

En otro aspecto de la presente invencion, los constructos descritos en el presente documento pueden introducirse en
una célula o tejido de interés usando metodologia estandar conocida por los expertos en la técnica (por ejemplo,
transfeccion). En la técnica se conocen en general varias técnicas de transfeccion (véase, por ejemplo, Graham el al,
Virol, 52:456 (1973), Sambrook et al. supra, Davis et al, supra, and Chu et al, Gene 13: 197 (1981)). Los métodos
de transfeccion particularmente adecuados incluyen la coprecipitacién con fosfato de calcio (Graham et al., Virol.,
52:456-467 (1973)), microinyeccion directa en células cultivadas (Capecchi, Cell 22:479-488 (1980)), electroporacién
(Shigekawa et al, BioTechn., 6:742-751 (1988)), transferencia de genes mediada por liposomas (Mannino et al.,
BioTechn., 6:682-690 (1988)), transduccion mediada por lipidos (Feigner et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413-
7417 (1987)), y administracién de acido nucleico usando microproyectiles de alta velocidad (Klein et al, Nature
327:70-73 (1987)).

En otro aspecto de la presente invencion, se contemplan cultivos de células ex vivo o poblaciones que tienen células
huésped adecuadas para el suministro de ASPA, constructo AAV- ASPA u otros restos funcionales o variaciones de
los mismos. Dichos cultivos celulares pueden incluir microorganismos no alergénicos, células de levadura, células de
insectos, células mesenquimales, células indiferenciadas, células de mamifero o células madre, que pueden ser, o
han sido, utilizadas como receptores de una molécula de ADN heterdloga. Por tanto, como se indicé anteriormente,
una célula hospedadora o célula productora se refiere a una célula que ha sido transfectada con una secuencia de
ADN exdgena y es capaz de expresar ASPA y/o administracion a un paciente o sujeto.

Los constructos de terapia génica AAV-ASPA se pueden administrar a cualquier tejido adecuado para la expresion
de proteinas o fragmentos de las mismas. Las particulas de terapia génica de AAV de la presente invencién estan
en combinacién con un vehiculo farmacéutico adecuado. Las composiciones pueden administrarse solas o en
combinacién con al menos otro agente, tal como un compuesto estabilizador, que puede administrarse en cualquier
vehiculo farmacéutico biocompatible estéril. Las composiciones farmacéuticas también pueden contener otras
sustancias activas, precursores, farmacos, antioxidantes, inmunosupresores u hormonas. Ejemplos de sustancias
activas incluyen agentes antiinflamatorios, inmunosupresores u hormonas. El presente método incluye la
administracion o aplicacion conjunta de una inmunoterapia complementaria, un tratamiento dietético o
combinaciones de los mismos para aliviar los perfiles de efectos secundarios potenciales asociados con la presente
invencion. Alternativamente, las composiciones farmacéuticas pueden inyectarse usando una jeringa convencional,
aunque se prevén otros métodos de administracion tales como administracién mejorada por conveccion.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables. Dichos excipientes o
vehiculos incluyen cualquier agente farmacéutico que no induzca por si mismo una respuesta inmunitaria perjudicial
para el individuo que recibe la composicién y que pueda administrarse sin una toxicidad indebida. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol,
azucares y etanol. También se pueden incluir sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos
minerales tales como clorhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de acidos organicos tales como acetatos,
propionatos, benzoatos y similares. Ademas, en tales vehiculos pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales
como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias reguladoras del pH y similares. Una preparacion
farmacéutica de ejemplo puede ser un polvo liofilizado que puede contener cualquiera o todos los siguientes:
histidina 1-50 mM, sacarosa 0.1% -2% y manitol 2-7%, en un intervalo de pH de 4.0 a 6.5. Una discusién detallada
de excipientes farmacéuticamente aceptables esta disponible en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub.
Co., 20th Edition, Easton, Pa. (2005)).

Los modos de administracion incluyen aplicaciones orales, supositorios y transdérmicos. Las dosis terapéuticas de
AAV-ASPA o porciones biolégicamente activas de las mismas dependeran, entre otros factores, de la edad y el
estado general del sujeto y de la gravedad de la enfermedad. Por tanto, una cantidad terapéuticamente efectiva en
seres humanos caera en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse basandose en el resultado de
ensayos clinicos y la respuesta de pacientes individuales al tratamiento.

La presente divulgacion también se refiere a un nuevo método de tratamiento para tratar trastornos cerebrales
asociados con el estrés oxidativo. Como se expuso anteriormente, los inventores proponen aqui que el catabolismo
de NAA por la enzima ASPA es un proceso de produccién de energia que puede dar soporte a la sintesis de ATP a
través del suministro de sustratos para la cascada de energia metabdlica celular. El ciclo metabdlico natural de NAA
esta estrechamente compartimentado, con sintesis restringida a neuronas y catabolismo por ASP A a
oligodendrocitos. El tratamiento divulgado proporciona estrategias novedosas para introducir ASPA en células
neurales, neuronas, astrocitos especificamente, donde no se encuentra de forma natural.
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La ASPA se encuentra normalmente en oligodendrocitos, mientras que el NAA se sintetiza exclusivamente en
neuronas. Las neuronas no tienen la capacidad de catabolizar NAA. El NAA constituye aproximadamente el 1% del
peso seco del cerebro de los mamiferos y estd presente en cantidades milimolares, estando la inmensa mayoria
presente intraneuronalmente. Los inventores muestran que la expresién de ASPA en neuronas, a través de métodos
virales o no virales, tiene acceso directo a un suministro abundante de sustrato para la suplementaciéon del
metabolismo oxidativo en células afectadas por una amplia gama de patologias neuronales.

Se logra una reduccion de los primeros signos de estrés oxidativo bajo la metodologia reivindicada. La presente
metodologia muestra un tratamiento a largo plazo para condiciones que se atribuyen a deficiencias de aprendizaje y/
o deterioro cognitivo progresivo.

La ACh se sintetiza a partir de colina y AcCoA por la colina acetiltrasnferasa (ChAT). Después de ser liberada por las
neuronas presinapticas, la ACh se descompone rapidamente en colina y acetato, que son captados por la terminal
presinaptica. El acetato complementa la sintesis de ACh formando AcCoA. AcCoA esta disponible para la sintesis de
ACh o ATP a través del ciclo de TCA. Proporcionar a las neuronas colinérgicas los medios para catabolizar NAA
enddgena mediante transduccion con AAV-ASPA apoya la sintesis de ACh y ATP.

Los presentes inventores han expresado ASPA en neuronas primarias en cultivo y han proporcionado resistencia a
la privacion de glucosa/oxigeno que puede cuantificarse en niveles aumentados de ATP (Figura 1). Privar a las
neuronas de glucosa y oxigeno durante un breve periodo de tiempo replica las condiciones experimentadas por las
neuronas in vivo durante la hipoxia-isquemia in vivo. Una agresion de esta naturaleza priva al cerebro de la glucosa
y el oxigeno necesarios para generar energia para mantener los gradientes idnicos necesarios para la funcion
sinaptica normal.

El aumento de la actividad celular ASPA para proporcionar niveles extrafisiolégicos de ATP se traduce en una mayor
capacidad funcional bajo estrés. Dado que el estrés oxidativo es un componente de practicamente todas las
afecciones neurodegenerativas y lesiones cerebrales conocidas, los expertos en la técnica pueden apreciar que los
pacientes que padecen o estan en riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas pueden beneficiarse de
la invencién actualmente contemplada.

Una aplicacion de la presente invencion es en pacientes con riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer.
Tales pacientes, por ejemplo, manifiestan un déficit oxidativo y dafio asociado a lipidos y proteinas en areas del
cerebro asociadas con placas de B-amiloide y ovillos neurofibrilares. En la enfermedad de Parkinson, la aparente
vulnerabilidad selectiva de las neuronas dopaminérgicas al estrés respiratorio se asocia con anomalias
mitocondriales significativas en esta poblacion neuronal discreta. Ambas condiciones neurodegenerativas son
susceptibles de administracién de genes dirigida con vectores virales, y ambas se beneficiarian del apoyo oxidativo
proporcionado por la suplementacion de intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) a través del
catabolismo de NAA por ASPA. Como se indica en el presente documento, el ciclo de TCA es el conducto principal
hacia la energia metabdlica en el cerebro y utiliza glucosa para generar ATP. La sintesis de NAA esta
estrechamente acoplada al ciclo de TCA en las neuronas y la acetilacion del aspartato se basa en AcCoA del ciclo
de TCA (ver Figura 3). El aspartato acetilado, en forma de NAA, es luego transportado fuera de la neurona y hacia la
sustancia blanca que produce oligodendrocitos. El catabolismo de NAA por ASPA en oligodendrocitos produce
AcCoA para la sintesis de acidos grasos, lo que permite que el ciclo de TCA en estas células continde sin cesar. Por
tanto, la sintesis y exportacién de NAA requiere mucha energia para la neurona. El equilibrio energético mantenido
por la sintesis y el catabolismo de NAA puede demostrarse faciimente en cualquier tipo de célula mediante
intervencion genética (Figuras 1 y 3). Por tanto, la sobreexpresion de la enzima sintética de NAA que limita la tasa,
Nat8L, da como resultado un aumento de NAA (Figura 3), una caida de AcCoA (Figura 3) y una caida
correspondiente de ATP (Figura 3). Los déficits metabdlicos resultantes de los niveles extrafisioldgicos de sintesis de
NAA se rescatan mediante la sobreexpresion de ASPA. Por tanto, la sintesis de NAA consume mucha energia,
mientras que el catabolismo de NAA produce energia. Dado que el ciclo de TCA es un componente fundamental de
todos los procesos neuronales, la tecnologia propuesta es aplicable a todo el espectro neuropatolégico, desde la
lesion aguda hasta los fenotipos neurocognitivos complejos.

Ejemplos
Debe apreciarse que la invencion no debe interpretarse como limitada a los ejemplos que se describen ahora.
Integridad oxidativa mejorada en ratones 5xFAD tratados con AA V -ASPA

El ratéon 5xFAD es un modelo de AD heredado. Contiene 5 mutaciones en genes que se encuentran clinicamente y
que dan como resultado la acumulaciéon de fragmentos de B-amiloide en el cerebro. Este animal manifiesta placas
positivas de amiloide B-42 en el cerebro y un déficit de aprendizaje asociado desde aproximadamente los 4 meses
de edad en adelante. Este déficit de aprendizaje puede evaluarse mediante el uso de un aparato de laberinto que
mide la memoria de trabajo espacial. Se inyectaron ratones 5xFAD con AAV-ASPA a las 6 semanas de edad, y se
analizaron los cerebros para determinar la actividad de ASPA (es decir, disminucién de NAA enddgena) y
marcadores de estrés oxidativo a los 4 meses de edad (Figura 4). La expresion de ASPA en neuronas de ratones
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5xFAD resultdé en una reduccion significativa de NAA enddgena. Cabe sefialar que NAA es la segunda molécula mas
abundante en el cerebro, e incluso cuando es anormalmente baja, se encuentra en cantidades millimolares.

2) Rescate del fenotipo cognitivo relacionado con la edad en ratones 5xFA D tratados con | -ASP

En este ejemplo, las pruebas de memoria en animales comenzaron cuando tenian 5 meses de edad. Los animales
se habituaron a un laberinto con 8 brazos que irradiaban desde una plataforma central. Los animales fueron
entrenados para buscar recompensas de comida al final de cada brazo, y la recuperaciéon exitosa de las
recompensas de los 8 brazos constituye una prueba completa. Si un animal vuelve a visitar un brazo del que ya ha
tomado alimento, se registra un error. A medida que envejecen los ratones 5xFAD, aumenta el nimero de estos
errores, lo que refleja la degeneracion de los circuitos de memoria asociados. Cuando se probaron a los 5, 7y 9
meses de edad, los ratones 5xFAD tratados con AAV-ASPA mostraron reducciones muy significativas en el numero
de errores cometidos durante el periodo de prueba, lo que indica la recuperacién a largo plazo de la memoria de
trabajo (ver Figura 5).

3) Reduccion drastica de los niveles de placas de amiloide 342 en las edades de ratones 5xFAD tratados con AAV--
ASPA--

Los ratones se mantienen hasta los 9 meses de edad y actualmente se estdn sometiendo a pruebas para este
momento. Se han generado unos pocos animales de 9 meses y actualmente se estan analizando los cerebros de
estos animales para histopatologia. Los cerebros 5xFAD AAV-ASPA que se han analizado hasta ahora parecen
tener reducciones drasticas en los niveles de placas amiloides B42. Por lo tanto, el rescate observado de un déficit
cognitivo importante (Figura 5) se correlaciona con reducciones en la patologia similar a la AD.
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo para administracion de genes que comprende un vector y un acido nucleico que codifica
aspartoacilasa (ASPA) para su uso en el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo asociado con estrés
oxidativo, en donde el trastorno es la enfermedad de Alzheimer.

2. Un constructo para administracion de genes que comprende un vector y un acido nucleico que codifica
aspartoacilasa (ASPA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la enfermedad de Alzheimer es una
enfermedad hereditaria.

3. Un constructo para administracion de genes que comprende un vector y un acido nucleico que codifica
aspartoacilasa (ASPA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico comprende una
secuencia identificada como SEQ ID No: 1.

4. Un constructo para administracion de genes que comprende un vector y un acido nucleico que codifica
aspartoacilasa (ASPA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el vector es un vector viral o un
vector no viral.

5. Un constructo para administracion de genes que comprende un vector y un acido nucleico que codifica
aspartoacilasa (ASPA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el vector viral se selecciona del
grupo que consiste en un vector AAVI, un vector AAV2, un vector AAV3, un vector AAV4, un vector AAV5, un vector
AAVG6, un vector AAV7, un vector AAVS8, un vector AAV9, un vector AAV 10, un vector AAVI 1, un vector retroviral, un
vector alfaviral; un vector viral de vaccinia; un vector adenoviral y un vector viral del herpes simple.

6. Un constructo para administracion de genes que comprende un vector y un acido nucleico que codifica
aspartoacilasa (ASPA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el vector no viral es un lipido, una
polilisina, un poliamino polimero sintético o un plasmido.

7. Un constructo para administracion de genes que comprende un vector y un acido nucleico que codifica
aspartoacilasa (ASPA) para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico codifica una
secuencia de aminoacidos que comprende una secuencia identificada como SEQ ID No: 2.
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