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DESCRIPCION
Administracion de factores de crecimiento para el tratamiento de trastornos del SNC
Declaracion relativa a la subvencion federal de la investigacion o el desarrollo

Esta invencion se llevo a cabo con el apoyo gubernamental bajo la Subvencion n® NINDS U54 NS045309, concedida
por el National Institutes of Neurological Disorders and Stroke. El gobierno de los Estados Unidos tiene algunos
derechos sobre esta invencion.

Aviso sobre el material sujeto a la proteccion de la propiedad intelectual

Una porcién del material de este documento patente esta sujeto a la proteccién de la propiedad intelectual bajo las
leyes de la propiedad intelectual de los Estados Unidos y de otros paises. El propietario de los derechos de la
propiedad intelectual no tiene ninguna objecion en la reproduccion en facsimil por parte de cualquier persona del
documento patente o de la divulgacion de la patente, tal y como aparece en el archivo o en los registros disponibles
al publico de la United States Patent and Trademark Office, pero por lo demas se reserva todo los derechos de la
propiedad intelectual para cualquier propdsito. El propietario de la propiedad intelectual no renuncia por la presente a
ninguno de sus derechos para tener este documento patente mantenido en secreto, incluyendo, sin limitacién, sus
derechos segun la 37 C.F.R. § 1.14.

Antecedentes de la invencién

1. Campo de la invencién

Esta invencién se refiere a enfermedades neurodegenerativas y a otras afecciones caracterizadas por una muerte
y/o una disfuncidon neuronales en el sistema nervioso central. La invencion también concierne a los factores de
crecimiento que son capaces de promover la supervivencia de las neuronas en el sistema nervioso central. La
invencion se refiere especificamente a composiciones farmacéuticas que comprenden un factor neurotréfico
seleccionado entre grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6, neurturina, persefina y artemina
para su uso en métodos de tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y de afecciones caracterizadas por
una muerte y/o una disfuncion neuronales en el sistema nervioso central.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Los factores de crecimiento son proteinas naturales que desempefan papeles importantes en el sistema nervioso.
Se encuentran en el tejido nervioso asi como en muchos tejidos objetivo inervados. Los factores de crecimiento
promueven el crecimiento, la supervivencia y la diferenciacion fenotipica de las neuronas y/o de las células gliales.
Los factores de crecimiento también juegan un papel en el remodelado de las conexiones sinapticas en el sistema
nervioso maduro, un proceso denominado generalmente plasticidad neuronal. Debido a estos papeles fisiologicos,
los factores de crecimiento son utiles para el tratamiento de trastornos del sistema nervioso central (SNC) en los que
estd comprometida en la supervivencia y/o la funcion apropiada de las neuronas. Dichos trastornos del SNC pueden
aparecer por muchos motivos diferentes, que incluyen: (1) una lesion fisica que provoca la degeneracion de los
procesos axonales y/o de los cuerpos celulares nerviosos proximos al sitio de la lesion, (2) un cese temporal o
permanente del flujo sanguineo (isquemia) en partes del sistema nervioso, como en un ictus, (3) una exposicion
intencionada o accidental a neurotoxinas, tales como los agentes quimioterapéuticos contra el cancer y el SIDA
cisplatino y didesoxicitidina (ddC), respectivamente, (4) enfermedades metabdlicas cronicas, tales como la diabetes
o la insuficiencia renal, o (5) enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington, la enfermedad de Alzheimer y la Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA), que son el
resultado de la degeneracién de poblaciones especificas de neuronas.

El efecto terapéutico de un factor de crecimiento administrado en el SNC puede derivar de multiples mecanismos de
accion. Los factores de crecimiento pueden contribuir a la eficacia terapéutica al promover la supervivencia y/o el
mantenimiento de la diferenciacion fenotipica de una poblacién de neuronas que estd comprometida en un trastorno
del SNC. Adicionalmente, los factores de crecimiento pueden actuar sobre poblaciones secundarias de neuronas
que no estan comprometidas en un trastorno en particular del SNC pero que son capaces de efectuar cambios
compensadores beneficiosos en el SNC en respuesta al factor de crecimiento, por ejemplo, a través de la plasticidad
neuronal. Con objeto de que un factor de crecimiento en particular sea potencialmente util en el tratamiento de un
trastorno del SNC, la poblacion de neuronas comprometida en el trastorno del SNC o una poblacién de neuronas
compensadoras secundarias, deben ser sensibles al factor en particular. La sensibilidad a un factor de crecimiento
en particular esta conferida por su receptor, especifico del factor de crecimiento, la gran mayoria de los cuales
pertenece a la familia de receptores de cinasas de tirosina.

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es el miembro fundador de una familia definida de factores de crecimiento,
denominada neurotrofinas, que incluye el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3),
la NT-4/5 y la NT-6. Se sabe que estas neurotrofinas actian a través de la familia de los receptores de cinasa de
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tirosina trk, es decir, el trkA, el trkB, el trkC y el receptor de baja afinidad p75.

El factor neurotréfico derivado de la linea celular glial (GDNF) es un homodimero glicosilado unido por disulfuro que
tiene su homologia estructural mas cercana con la superfamilia de proteinas del factor de crecimiento transformante
(TGF). EI GDNF fue identificado y purificado mediante el uso de ensayos basados en su eficacia para promover la
supervivencia y la estimulacion del fenotipo transmisor de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas in vitro. In
vivo, el tratamiento con GDNF exdgeno estimula el fenotipo dopaminérgico de las neuronas de la sustancia negra y
restaura las deficiencias funcionales inducidas por una axotomia o por neurotoxinas dopaminérgicas en modelos
animales de la enfermedad de Parkinson. Aunque originalmente se pensaba que era relativamente especifico para
las neuronas dopaminérgicas, experimentos posteriores demostraron que el GDNF tiene una eficacia neurotrofica
sobre las neuronas colinérgicas del tronco cerebral y de la médula espinal, tanto in vitro como in vivo.

El GDNF vy los ligandos relacionados neurturina, artemina y persefina, mantienen diversas poblaciones de neuronas
en el SNC, incluyendo las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo y las motoneuronas. La familia de ligandos del
GDNF se une a proteinas alfa especificas de la familia de receptores del GDNF, que forman complejos receptores y
sefializan a través del receptor de cinasa de tirosina RET. EI GDNF también es capaz de sefalizar directamente a
través del receptor alfa, asi como a través de la molécula de adhesiéon celular neural (NCAM) a través de la
activacion de la Fyn y la FAK.

En el SNC, la expresion del trkA, el receptor del NGF, esta limitada practicamente exclusivamente a las neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal. Estas neuronas colinérgicas tienen un interés neuroldgico particular, debido a
que la degeneracion y/o la distrofia de las células colinérgicas es la caracteristica de la enfermedad de Alzheimer.
Las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal pueden ser facilmente identificadas en preparaciones morfolégicas
mediante el uso de una histoquimica con acetilcolinesterasa o con una inmunohistoquimica mediante el uso de un
anticuerpo contra la acetiltransferasa de colina (ChAT), la enzima sintética de la acetilcolina, o contra el p75.

La enfermedad de Alzheimer es una demencia progresiva caracterizada por una pérdida de la memoria reciente,
amnesia, alteraciones en el comportamiento emocional y dificultades para manejar las relaciones espaciales o las
capacidades motoras. La enfermedad aparece en todo el mundo y supone entre la mitad y dos tercios de todos los
casos de pérdida intelectual al final de la vida en muchos paises desarrollados que tienen unas poblaciones con una
elevada esperanza de vida.

La enfermedad de Alzheimer es diagnosticada principalmente a través de los sintomas clinicos, después de haber
descartado otras causas de demencia. Después de la muerte, el diagnéstico puede ser establecido de forma
concluyente mediante la observacion de los numerosos y caracteristicos ovillos neurofibrilares y placas seniles en el
cerebro que acompafan a la degeneracion observada en la enfermedad de Alzheimer.

Se observa una pérdida y una degeneraciéon progresiva especifica de la region de células seleccionadas en las
areas de la asociacion y de la memoria de la corteza cerebral en la enfermedad de Alzheimer, junto con anomalias
en algunos nucleos subcorticales. La pérdida de neuronas afecta especialmente a las grandes células piramidales
de las areas de asociacion parietal y frontal, el hipocampo y la amigdala. Las entradas del hipocampo fuertemente
afectadas son aquellas de la corteza entorrinal, las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal y las neuronas
noradrenérgicas del locus ceruleo. El nucleo de Meynert del prosencéfalo basal, a partir del cual surge la principal
proyeccion colinérgica hacia la corteza, también sufre una degeneracién grave.

Unas pruebas importantes apuntan a un papel significativo de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal en
las alteraciones del comportamiento observadas en los pacientes con Alzheimer. La pérdida de la funcién colinérgica
es uno de los cambios mas tempranos de la enfermedad. La magnitud de la deficiencia colinérgica se correlaciona
con el grado de deterioro de la memoria, y la mejora de la funcion colinérgica con inhibidores de la
acetilcolinesterasa produce una mejora modesta pero significativa de los sintomas. En animales, las lesiones de las
neuronas colinérgicas que inervan el hipocampo y la corteza dan como resultado unas pronunciadas deficiencias en
la memoria y cognitivas que son revertidas por los farmacos que mejoran la funcién colinérgica.

Las neuronas de proyeccion que producen otros transmisores de monoamina (norepinefrina, serotonina y dopamina)
y las neuronas corticales que producen glutamato, acido gamma-aminobutirico (GABA), somatostatina, neuropéptido
Y, factor liberador de corticotropina, sustancia P y otros neuromoduladores, también estan afectadas en la
enfermedad de Alzheimer.

Mientras que una investigacion temprana apuntaba la promesa del NGF como un farmaco para la enfermedad de
Alzheimer y para otras neuropatologias, se han observado unos efectos secundarios insostenibles en ensayos
clinicos con seres humanos mediante el uso del NGF. La administracion sistémica del NGF a bajas dosis para el
tratamiento de la neuropatia periférica ha provocado dafios musculares graves en algunos pacientes, mientras que
los pacientes con Alzheimer tratados con infusiones intracerebroventriculares de NGF experimentaron un dolor
periférico muscular rostral similar al notificado con la administracion periférica de NGF, y una pérdida de peso
significativa.
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También se han notificado ensayos clinicos mediante el uso del GDNF para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson y han mostrado unos resultados mixtos. La enfermedad de Parkinson es un trastorno en el que una lenta
degeneraciéon de las neuronas productoras de dopamina, fundamentalmente en la ruta nigroestriada, da como
resultado un efecto neuroldgico. La administracion intraventricular de GDNF no produjo un beneficio clinico
determinable, y se notificaron multiples efectos secundarios adversos. También se ha usado la administracion local
de GDNF en el estriado para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Los ensayos clinicos que implicaban
una infusion continua y la difusion del GDNF en el putamen dorsal notificaron diferentes resultados, potencialmente
debido al menos en parte a diferencias en la dosis y en la administracion.

De forma importante, se detectaron anticuerpos neutralizantes anti-GDNF en sueros de diversos pacientes
humanos, y en un estudio toxicolégico se observé una lesion cerebelosa segmentaria caracterizada por una pérdida
las células de Purkinje y granuladas en monos que recibian una infusién de GDNF.

Algunos estudios clinicos que implican una infusién de neurotrofina en el parénquima cerebral de pacientes con una
enfermedad neurodegenerativa han usado una infusion continua y se basaban en la difusién del infundido para que
alcanzara los tejidos objetivo. Existen numerosas dificultades relacionadas con la administracién basada en una
difusion, siendo la mas critica el bajo volumen de distribucion en los tejidos. Sin ningin medio para monitorizar la
distribucion de la neurotrofina infundida, es dificil determinar la eficacia terapéutica. Por ejemplo, Gill et al. notificaron
en Nat. Med. 9: 5899-595, 2003 que cuando se uso factor neurotréfico derivado de la linea celular glial (GDNF) en
estudios clinicos como tratamiento para la enfermedad de Parkinson, no estaba claro hasta qué punto difundiria el
GDNF lejos de la punta del catéter, y que es posible que porciones mas rostrales del putamen contribuyan a la
degeneracion si no son alcanzadas por la difusién. También averiguaron que, como la dosis de GDNF era creciente,
se observé una elevada intensidad de sefial en T2 en la imagen por RMN alrededor de la punta del catéter,
posiblemente debido al edema vasogénico o a la acumulacién de proteinas, lo que requirié una reduccion de la dosis
y potencialmente comprometié adicionalmente porciones rostrales del putamen.

El documento US 2002/0114780 describe el uso de un agente facilitador con un agente terapéutico con objeto de
aumentar el volumen de distribucién del agente terapéutico en un tejido durante una administracion localizada, por
ejemplo, mediante una CED. Cuando el agente terapéutico es el GDNF, el agente facilitador puede ser la heparina.

Continua existiendo una necesidad de métodos y de composiciones terapéuticas utiles para el tratamiento de los
trastornos del SNC, incluyendo las enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson.

Sumario de la invencion

La invencion radica en parte en el descubrimiento de que la velocidad de aclaramiento tisular de los factores de
crecimiento en el tejido del SNC de los mamiferos es menor de lo que se creia previamente. En particular, la
presente divulgacion establece que los factores de crecimiento infundidos en el parénquima cerebral en un régimen
de tratamiento tipico son detectables durante hasta aproximadamente 2-6 semanas después de la administracion.

Algunos ensayos previos que implican la infusion del factor de crecimiento en el parénquima cerebral para el
tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa han empleado una infusién continua. Sin embargo, como
consecuencia de las notablemente bajas velocidades de aclaramiento tisular, la infusién continua del factor de
crecimiento es innecesaria para conseguir un nivel terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido
cerebral objetivo, y la acumulacién que resulta de la administracion continua puede tener efectos adversos. Por
ejemplo, la acumulacion del factor de crecimiento en el parénquima cerebral puede dar lugar a una acumulacion de
la dosis y a una filtracion hacia sitios secundarios y al LCR, que tiene el potencial de provocar efectos secundarios
indeseables asi como respuestas inmunitarias y la consecuente produccion de anticuerpos neutralizantes del factor
de crecimiento. Dichos anticuerpos neutralizantes anti-GDNF se han observado en los sueros de pacientes que
reciben una infusion continua del GDNF en el estriado. Adicionalmente, se ha observado toxicidad celular en sitios
secundarios en un estudio animal de toxicidad por GDNF, y se ha observado un flujo del infundido desde el putamen
hacia sitios secundarios a través del espacio perivascular en primates.

La presente invencion se refiere a conseguir y mantener una dosis terapéutica eficaz del factor del crecimiento en el
tejido objetivo del SNC evitando la acumulacion de la dosis que da lugar a una sobredosis, para reducir el riesgo de
acontecimientos adversos, incluyendo la produccion de anticuerpos neutralizantes y el inicio de una respuesta
inmunitaria. La invencién consigue estos objetivos con los regimenes de administracion del factor de crecimiento que
contrarrestan las velocidades de aclaramiento tisular previamente no reconocidas, con objeto de proporcionar una
dosis terapéutica eficaz sostenida del factor de crecimiento en el tejido del SNC comprometido. Por el contrario, la
técnica anterior se esfuerza en regular la dosis terapéutica de los factores de crecimiento mediante el empleo de
sensores capaces de detectar la actividad eléctrica indicativa de una degeneracion o de una disfuncion neuronal,
Elsberry et al.,, U.S. 6.042.579; un parametro inadecuado de informacion que no consigue abordar los
acontecimientos adversos, tales como los procesos mediados por la inmunidad mencionados anteriormente.

En la invencién, el régimen de administracion implica una administracion intermitente, en el que la administracion
contrarresta el aclaramiento tisular.
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En una realizacion preferida, la invencion implica el método de administracion mejorada por conveccion ("CED"),
preferentemente junto con una canula de disefio progresivo exenta de reflujo, para la administracién del factor de
crecimiento a poblaciones celulares comprometidas del SNC. En una realizacion preferida, la invencion implica
adicionalmente la administracion de un agente trazador junto con el factor de crecimiento, y el agente trazador actua
como un sustituto de la monitorizaciéon de la distribucién del factor de crecimiento infundido. En una realizacion
preferida, la invencion implica adicionalmente el uso de un agente facilitador, que proporciona un aumento en la
movilidad del factor de crecimiento en el parénquima cerebral. Por lo tanto, ademas de abordar los problemas
relacionados con la acumulacion del factor de crecimiento, la presente invencion supera las limitaciones inherentes a
la administracion basada en una difusidon con los catéteres tipicos, particularmente el bajo volumen de distribucién
tisular, la acumulacién en la punta del catéter, el reflujo y la filtracién a sitios secundarios y al LCR, y proporciona
una monitorizacién en tiempo real y una optimizacion de la administracién neuroterapéutica.

De acuerdo con los objetivos establecidos anteriormente, en un aspecto la invencion proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un factor neurotréfico seleccionado entre el grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF,
NT-3, NT-4/5, NT-6, neurturina, persefina y artemina para su uso en métodos para la promocién de la supervivencia
de una poblacién de neuronas sensible a un factor neurotréfico en el SNC de mamifero. Los métodos comprenden la
administracion local de una composicién farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a la poblacion de
neuronas sensible al factor de crecimiento, en los que el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que
sustancialmente se opone a la velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento, mediante lo cual se
consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido objetivo del SNC. Dicho régimen
de administracion esta disefiado para evitar la acumulacion sustancial del factor de crecimiento.

En una realizacion, el método comprende la etapa de la determinacién de la velocidad de aclaramiento del factor de
crecimiento que va a ser administrado localmente en una poblacion de neuronas del SNC sensible al factor de
crecimiento. En una realizacion preferida, la etapa de determinacion de la velocidad de aclaramiento se lleva a cabo
preclinicamente, preferentemente en un primate. En otra realizacion preferida, la etapa de determinacion de la
velocidad de aclaramiento se lleva a cabo mediante la mediciéon de un indicador de la velocidad de aclaramiento en
un sujeto humano.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica es administrable mediante una administraciéon mejorada
por conveccion (CED).

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica es administrable localmente mediante una CED.

En una realizacién preferida, la CED comprende una velocidad de infusiéon de entre aproximadamente 0,5 pl/min y
aproximadamente 10 pl/min.

En una realizacion preferida, la CED comprende una velocidad de infusion mayor de aproximadamente 0,5 pl/min,
mas preferentemente mayor de aproximadamente G,7 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente
1 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 1,2 yl/min, mas preferentemente mayor de
aproximadamente 1,5 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 1,7 pl/min, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 2 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 2,2 yl/min, mas
preferentemente mayor de aproximadamente 2,5 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente
2,7 yl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 3 pl/min, asi como preferentemente menor de
aproximadamente 25 pyl/min, mas preferentemente menor de 20 pl/min, mas preferentemente menor de
aproximadamente 15 pl/min, mas preferentemente menor de aproximadamente 12 pl/min, mas preferentemente
menor de aproximadamente 10 pl/min.

En una realizacion preferida, la CED comprende aumentos incrementales en el caudal, denominados
"escalonamiento”, durante la administracion. Preferiblemente, el escalonamiento comprende unas velocidades de
infusion de entre aproximadamente 0,5 pl/min y aproximadamente 10 ul/min.

En una realizacion preferida, el escalonamiento comprende unas velocidades de infusibn mayores de
aproximadamente 0,5 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 0,7 ul/min, mas preferentemente
mayores de aproximadamente 1 ul/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 1,2 yl/min, mas
preferentemente mayores de aproximadamente 1,5 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente
1,7 y/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 2 uyl/min, mas preferentemente mayores de
aproximadamente 2,2 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 2,5 ul/min, mas preferentemente
mayores de aproximadamente 2,7 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 3 pl/min, asi como
preferentemente menores de aproximadamente 25 ul/min, mas preferentemente menores de 20 uyl/min, mas
preferentemente menores de aproximadamente 15 ul/min, mas preferentemente menores de aproximadamente
12 pl/min, mas preferentemente menores de aproximadamente 10 ul/min.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica es administrada con el uso de una canula de disefio
progresivo exenta de reflujo compatible con la CED.
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En una realizacion, la canula de disefio progresivo es compatible con una administracion crénica. Dichas canulas
son preferidas para su uso en el tratamiento de trastornos crénicos del SNC, segun se describe en el presente
documento.

En otra realizacion, la canula de disefio progresivo es compatible con una administracion aguda. Dichas canulas son
preferidas para su uso en el tratamiento de trastornos agudos del SNC, segun se describe en el presente
documento.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende un agente trazador que proporciona una
administracion guiada del factor de crecimiento. Preferiblemente, el agente trazador es un agente de contraste para
la obtencién de imagenes por RMN, denominado a veces en el presente documento "iman de RMN". En una
realizaciéon preferida, el agente trazador comprende un liposoma. En una realizacion especialmente preferida, el
agente trazador comprende un liposoma que contiene un quelato de gadolinio.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende un agente facilitador, que facilita la
administracion del factor de crecimiento al tejido objetivo. En una realizacién preferida, el agente facilitador es una
heparina de bajo peso molecular.

En una realizacién, la composicion farmacéutica comprende un neuroterapéutico de alto peso molecular que
comprende un factor de crecimiento y un portador. En una realizacion, el portador es un portador sintético. Hay
disponibles para su uso una amplia variedad de portadores sintéticos en los neuroterapéuticos de alto peso
molecular de la invencion. En una realizacion preferida, el portador es un liposoma. En otra realizacién preferida, el
portador es una particula metalica, tal como una particula de oro, o un polimero. En otra realizacion, el portador es
una composicion natural o una variante de la misma. Algunos ejemplos de dichos portadores naturales incluyen
particulas viricas, incluyendo particulas viricas modificadas (por ejemplo, aquellas que tienen un perfil modificado de
las proteinas de superficie).

Como se describe en el presente documento, la composicion farmacéutica puede comprender un factor neurotrofico
que se selecciona entre el grupo que consiste en NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6 y también podrian usarse GDNF
CNTF, LIF, IGF-1, b-FGF, neurturina, persefina, artemina, TGFa, TGFB, IGF-2, PDGF, EGF, cardiotropina, EGF,
IGF, VEGF, Sonic hedgehog (SHH), BMP, FGF20, VIP, PDGF, pleiotrofina (PTN) y HGF.

Segun se describe en el presente documento, la composicion farmacéutica puede comprender un acido nucleico que
codifica un factor de crecimiento. En un caso, el factor de crecimiento se selecciona entre el grupo que consiste en
NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6, GDNF, CNTF, LIF, IGF-1, b-FGF, neurturina, persefina, artemina, TGFa, TGF,
IGF-2, PDGF, EGF, cardiotropina, EGF, IGF, VEGF, Sonic hedgehog (SHH), BMP, FGF20, VIP, PDGF, pleiotrofina
(PTN) y HGF. En un caso, la composicion farmacéutica comprende un vector, vector que comprende dicho acido
nucleico que codifica un factor de crecimiento bajo el control de un promotor regulable.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende NGF, o un fragmento activo o una variante del
mismo, y la poblacion de neuronas sensible al factor de crecimiento comprende neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal.

En una realizacion preferida, ademas del NGF, la composicidon farmacéutica comprende adicionalmente un agente
bioactivo seleccionado entre el grupo que consiste en agonistas colinérgicos, inhibidores de la colinesterasa tales
como clorhidrato de tacrina, neurotrofinas, inductores de la sintesis o de la produccién enddgena del factor
neurotréfico, inductores de la formacién de placas amiloides seniles e inductores de la formacién del PHF.

En otra realizacion preferida, la composicién farmacéutica comprende GDNF, o un fragmento activo o una variante
del mismo, y la poblacion de neuronas sensible al factor de crecimiento comprende neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal.

En otra realizacion preferida, la composicién farmacéutica comprende GDNF, o un fragmento activo o una variante
del mismo, y la poblacidon de neuronas sensible al factor de crecimiento comprende neuronas dopaminérgicas que
tienen cuerpos celulares o procesos en el estriado y/o en el mesencéfalo.

En otro caso, la composicion farmacéutica comprende VIP, o un fragmento activo o una variante del mismo, y la
poblacién de neuronas sensible al factor de crecimiento comprende neuronas dopaminérgicas que tienen cuerpos
celulares o procesos en el estriado y/o en el mesencéfalo.

En otro caso, la composiciéon farmacéutica comprende PTN, o un fragmento activo o una variante del mismo, y la
poblacién de neuronas sensible al factor de crecimiento comprende neuronas dopaminérgicas que tienen cuerpos
celulares o procesos en el estriado y/o en el mesencéfalo.

Se apreciara que en algunas realizaciones, los factores de crecimiento pueden ser administrados en las
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terminaciones neuronales distantes de los cuerpos celulares.

En otro caso, la composicion farmacéutica comprende BMP, o un fragmento activo o una variante de la misma, y la
poblaciéon de neuronas sensible al factor de crecimiento comprende células de una zona del SNC afectada por un
ictus.

En la invencién, el método comprende una CED intermitente de la composicion farmacéutica, en la que las
interrupciones son de al menos aproximadamente una semana.

En una realizacion preferida, la administracion del factor de crecimiento comprende una interrupcién de desde
aproximadamente 7 dias hasta aproximadamente 45 dias, mas preferentemente de desde aproximadamente 14 dias
hasta aproximadamente 45 dias, mas preferentemente de desde aproximadamente 17 dias hasta aproximadamente
35 dias, mas preferentemente de desde aproximadamente 20 dias hasta aproximadamente 35 dias después de la
administracion del factor de crecimiento, interrupcion que esta seguida por otra administracién del factor de
crecimiento. En una realizacion preferida, la administracion del factor de crecimiento comprende dos o mas de
dichas interrupciones.

En otro caso, la administracion del factor de crecimiento comprende unas interrupciones de menos de 7 dias,
preferentemente de entre aproximadamente 2 dias y aproximadamente 6 dias, o de mas de 45 dias.

En una realizacion preferida, la duracion de dos o mas de las interrupciones es diferente en un régimen de
administracién intermitente que comprende tres 0 mas etapas de administracion. En una realizacion preferida, la
duracion de la interrupcion entre las etapas de administracién al inicio de un régimen de administracion intermitente
es sustancialmente mas corto que una interrupcion entre las etapas de administracion posteriores.

En una realizacion, la dosis del factor de crecimiento administrado difiere entre las etapas de administracion. En una
realizacion preferida, la dosis del factor de crecimiento administrada en una etapa de administracion temprana es
mayor que la dosis del factor de crecimiento administrada en una etapa de administracion tardia en un régimen de
administracion intermitente que comprende dos o mas etapas de administracion.

En una realizacion preferida, la duracion de la CED es de entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 12
horas, mas preferentemente de entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 6 horas.

En otra realizacion, la duracion de la CED es menor de aproximadamente 30 minutos o mayor de aproximadamente
12 horas.

En una realizacion preferida, la duracion de la administracion esta indicada por el uso de un agente trazador y la
monitorizacion de la distribucion del infundido.

En un aspecto, la composicién farmacéutica para el uso de la invencién reduce la muerte de las neuronas sensibles
al factor neurotrofico del SNC de mamifero. El uso comprende la administracion local de una composicidon
farmacéutica que comprende un factor neurotréfico seleccionado entre el grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF,
NT-3, NT-4/5, NT-6, neurturina, persefina y artemina a una poblacion de neuronas del SNC sensibles al factor de
crecimiento que esta en riesgo de experimentar una muerte celular en ausencia de intervencién, en el que el factor
neurotréfico es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular
del factor neurotréfico, mediante lo cual se consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor neurotréfico en
el tejido objetivo del SNC.

También se describen métodos para la modulacién de la formacion de sinapsis por parte de las neuronas sensibles
al factor de crecimiento del SNC de mamifero. Los métodos comprenden la administracion local de una composicion
farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a una poblacion de neuronas del SNC sensibles al factor de
crecimiento, en los que el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la
velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento, mediante lo cual se consigue una cantidad
terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido objetivo del SNC y en los que el factor de crecimiento
modula la formacion de sinapsis por parte de la poblacién de neuronas sensibles al factor de crecimiento.

También se describen métodos para la modulacion del crecimiento neuritico por parte de las neuronas sensibles al
factor de crecimiento del SNC de mamifero. Los métodos comprenden la administracién local de una composicion
farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a una poblacion de neuronas del SNC sensibles al factor de
crecimiento, en los que el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la
velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento, mediante lo cual se consigue una cantidad
terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido objetivo del SNC y en los que el factor de crecimiento
modula el crecimiento neuritico de la poblacion de neuronas sensibles al factor de crecimiento.

También se describen métodos para el aumento del recambio de neurotransmisores en las neuronas sensibles al
factor de crecimiento del SNC de mamifero. Los métodos comprenden la administracién local de una composicion
farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a una poblacion de neuronas del SNC sensibles al factor de
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crecimiento, en los que el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la
velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento, mediante lo cual se consigue una cantidad
terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido objetivo del SNC y en los que el factor de crecimiento
aumenta el recambio de neurotransmisores en la poblacidon de neuronas sensible al factor de crecimiento.

También se describen métodos para la modulacion de la diferenciacion fenotipica de las neuronas sensibles al factor
de crecimiento del SNC de mamifero. Los métodos comprenden la administracion local de una composicion
farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a una poblaciéon de neuronas del SNC sensibles al factor de
crecimiento, en los que el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la
velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento, mediante lo cual se consigue una cantidad
terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido objetivo del SNC y en los que el factor de crecimiento
modula la diferenciacién fenotipica de la poblacion de neuronas sensible al factor de crecimiento.

En la invencion, los métodos son para el tratamiento de un paciente que tiene un trastorno del SNC caracterizado
por una muerte y/o una disfuncidon neuronal. En una realizacion, el trastorno del SNC es un trastorno crénico. En otra
realizacion, el trastorno del SNC es un trastorno agudo. En una realizacion preferida, el trastorno del SNC se
selecciona entre el grupo que consiste en enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), enfermedad de Parkinson, ictus, traumatismo craneal, lesién en la médula espinal, esclerosis
multiple, demencia con cuerpos de Lewy, degeneracion de la retina, epilepsia, trastornos psiquiatricos, trastornos del
equilibrio hormonal y degeneracion coclear. Adicionalmente se contemplan métodos para la reduccién de la
inflamacién que esta asociada a un trastorno del SNC caracterizado por una muerte y/o una disfuncion neuronal.

Los métodos comprenden la administracion local de una composicion farmacéutica que comprende un factor
neurotréfico seleccionado entre el grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6, neurturina,
persefina y artemina a una poblacion de neuronas del SNC sensibles al factor neurotréfico en el paciente, en los que
dicha administracion del factor neurotréfico es terapéuticamente eficaz en el tratamiento del paciente. El factor
neurotréfico es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular
del factor neurotréfico, mediante lo cual se consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor neurotréfico en
el tejido objetivo del SNC.

En las realizaciones en las que se trata un trastorno agudo del SNC, preferentemente existe un punto final en el que
se interrumpe la administracion.

En un aspecto, los métodos son para el tratamiento de un paciente al que se le ha diagnosticado un trastorno del
SNC en sus etapas tempranas, preferentemente antes de su aparicién clinica. Los métodos comprenden la
administracion local de una composicion farmacéutica que comprende un factor neurotréfico seleccionado entre el
grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6, neurturina, persefina y artemina a una poblacion de
neuronas del SNC sensibles al factor neurotréfico en el paciente, en los que dicha administracion del factor
neurotréfico previene, retrasa o reduce la gravedad de las manifestaciones clinicas asociadas al trastorno del SNC.
El factor neurotréfico es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento
tisular del factor neurotrofico, mediante lo cual se consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor
neurotréfico en el tejido objetivo del SNC.

En un aspecto, los métodos son métodos profilacticos para el tratamiento de un paciente en riesgo de sufrir un
trastorno del SNC. Los métodos comprenden la administracion local de una composicion farmacéutica que
comprende un factor neurotrofico seleccionado entre el grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5,
NT-6, neurturina, persefina y artemina a una poblaciéon de neuronas del SNC sensibles al factor neurotréfico en el
paciente, en los que dicha administracién del factor neurotréfico previene o retrasa la aparicion de un trastorno del
SNC, o reduce la gravedad del trastorno del SNC una vez que se ha manifestado. El factor neurotréfico es
administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del factor
neurotréfico, mediante lo cual se consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor neurotrofico en el tejido
objetivo del SNC.

Los métodos de tratamiento que incluyen los métodos profilacticos del presente documento implican
preferentemente un diagndstico preoperatorio.

En una realizacion preferida, el diagndstico preoperatorio implica un cribado genético. En otra realizacion preferida,
el diagndstico preoperatorio implica la obtencion de neuroimagenes. En una realizacion, la obtencion de
neuroimagenes realizada comprende neuroimagenes funcionales. En otra realizacién, la obtencion de
neuroimagenes realizada no implica neuroimagenes funcionales. Preferiblemente, la obtencion de neuroimagenes
realizada implica una PET, una RMN y/o una TC.

Los métodos de tratamiento del presente documento también comprenden preferentemente la obtencion de
neuroimagenes, preferentemente mediante una RMN, para la localizacion del objetivo y/o la colocacion guiada de la
canula. Preferiblemente se usa un soporte estereotactico junto con las neuroimagenes para proporcionar la
colocacién guiada de la canula en, o cerca de, la poblacion de neuronas objetivo.
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Los métodos de tratamiento del presente documento también comprenden preferentemente la obtencion de
neuroimagenes, preferentemente mediante una RMN junto con un iman de RMN administrado para la monitorizaciéon
de la distribucién del infundido.

En el presente documento se describen composiciones farmacéuticas administrables localmente utiles para el
tratamiento de un trastorno del SNC caracterizado por la muerte y/o la disfuncion de una poblacion de neuronas del
SNC.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica es administrable mediante una CED.
En un caso preferido, la composicion farmacéutica comprende un agente trazador.
En un caso preferido, el agente trazador es un iman de RMN.

En un caso preferido, el agente trazador comprende un liposoma. En un caso, el agente trazador comprende un
liposoma que contiene un iman de RMN, preferentemente un quelato de gadolinio. En otro caso, el agente trazador
consiste esencialmente en un liposoma que contiene un iman de RMN, preferentemente un quelato de gadolinio.

En un caso preferido, la composicion farmacéutica comprende un agente facilitador.
En un caso, el agente facilitador es una heparina de bajo peso molecular.

En otro caso, el factor de crecimiento se selecciona entre el grupo que consiste en NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6,
GDNF, CNTF, LIF, IGF-1, b-FGF, neurturina, persefina, artemina, TGFa, TGFb, IGF-2, PDGF, EGF, cardiotropina,
EGF, IGF, VEGF, Sonic hedgehog (SHH), BMP, FGF20, VIP, PDGF, pleiotrofina (PTN) y HGF.

También se describen métodos para la produccion de una composicion farmacéutica.

También se describe un dispositivo de administracién que comprende una composicién farmacéutica segun se
describe en el presente documento.

También se describe un catéter o una canula que comprende una composicion farmacéutica segun se describe en el
presente documento.

También se describe un dispositivo de administracion que comprende una bomba que es capaz de efectuar la
administracion de una composicion farmacéutica mediante una CED. En un caso, el dispositivo de administracion
comprende una bomba que es capaz de efectuar la administracion intermitente de una composicion farmacéutica
mediante una CED. En otro caso, el dispositivo comprende adicionalmente una composicién farmacéutica. En un
caso adicional, el dispositivo comprende adicionalmente una canula de disefio progresivo exenta de reflujo
compatible con una CED, canula que es compatible con una administracion cronica o aguda.

También se describen métodos de uso de un factor de crecimiento o de un acido nucleico que codifica el mismo
para la produccion de un medicamento util para el tratamiento de un paciente que tiene un trastorno del SNC
caracterizado por una muerte y/o una disfuncion neuronal, en el que el medicamento es administrable en el SNC del
paciente que tiene un trastorno del SNC a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de
aclaramiento tisular del factor de crecimiento, en el que el factor de crecimiento o el acido nucleico que codifica el
mismo esta presente en una cantidad suficiente para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz cuando el
medicamento es administrado en el SNC del paciente sin producir una acumulaciéon sustancial del factor de
crecimiento en el SNC del paciente. En un caso preferido, el medicamento es administrable mediante una CED. En
un caso preferido, el medicamento puede ser administrado de forma intermitente.

También se describen métodos de uso de un factor de crecimiento o de un acido nucleico que codifica el mismo
para la produccidon de un medicamento util para la reduccion de la muerte de neuronas sensibles al factor de
crecimiento del SNC de mamifero, en el que el medicamento es administrable en el SNC del paciente que tiene un
trastorno del SNC a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del factor de
crecimiento, en el que el factor de crecimiento o el acido nucleico que codifica el mismo esta presente en una
cantidad suficiente para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz cuando el medicamento es administrado en
el SNC del paciente sin producir una acumulacién sustancial del factor de crecimiento en el SNC del paciente. En un
caso preferido, el medicamento es administrable mediante una CED. En un caso preferido, el medicamento puede
ser administrado de forma intermitente.

También se describen métodos de uso de un factor de crecimiento o de un acido nucleico que codifica el mismo
para la produccion de un medicamento util para la modulacion del crecimiento neuritico por parte de las neuronas
sensibles al factor de crecimiento del SNC de mamifero, en el que el medicamento es administrable en el SNC del
paciente que tiene un trastorno del SNC a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de
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aclaramiento tisular del factor de crecimiento, en el que el factor de crecimiento o el acido nucleico que codifica el
mismo esta presente en una cantidad suficiente para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz cuando el
medicamento es administrado en el SNC del paciente sin producir una acumulaciéon sustancial del factor de
crecimiento en el SNC del paciente. En un caso preferido, el medicamento es administrable mediante una CED. En
un caso preferido, el medicamento puede ser administrado de forma intermitente.

También se describen métodos de uso de un factor de crecimiento o de un acido nucleico que codifica el mismo
para la produccion de un medicamento util para el aumento del recambio de neurotransmisores en las neuronas
sensibles al factor de crecimiento del SNC de mamifero, en el que el medicamento es administrable en el SNC del
paciente que tiene un trastorno del SNC a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de
aclaramiento tisular del factor de crecimiento, en el que el factor de crecimiento o el acido nucleico que codifica el
mismo esta presente en una cantidad suficiente para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz cuando el
medicamento es administrado en el SNC del paciente sin producir una acumulaciéon sustancial del factor de
crecimiento en el SNC del paciente. En un caso preferido, el medicamento es administrable mediante una CED. En
un caso preferido, el medicamento puede ser administrado de forma intermitente.

También se describen métodos de uso de un factor de crecimiento o de un acido nucleico que codifica el mismo
para la produccidon de un medicamento util para la modulacion de la diferenciacion fenotipica de las neuronas
sensibles al factor de crecimiento del SNC de mamifero, en el que el medicamento es administrable en el SNC del
paciente que tiene un trastorno del SNC a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de
aclaramiento tisular del factor de crecimiento, en el que el factor de crecimiento o el acido nucleico que codifica el
mismo esta presente en una cantidad suficiente para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz cuando el
medicamento es administrado en el SNC del paciente sin producir una acumulaciéon sustancial del factor de
crecimiento en el SNC del paciente. En un caso preferido, el medicamento es administrable mediante una CED. En
un caso preferido, el medicamento puede ser administrado de forma intermitente.

También se describen métodos de uso de un factor de crecimiento o de un acido nucleico que codifica el mismo
para la produccion de un medicamento util para el tratamiento de un paciente al que se le ha diagnosticado un
trastorno del SNC en sus etapas tempranas, en el que el medicamento es administrable en el SNC del paciente que
tiene un trastorno del SNC a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del
factor de crecimiento, en el que el factor de crecimiento o el acido nucleico que codifica el mismo esta presente en
una cantidad suficiente para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz cuando el medicamento es
administrado en el SNC del paciente sin producir una acumulacién sustancial del factor de crecimiento en el SNC del
paciente. En un caso preferido, el medicamento es administrable mediante una CED. En un caso preferido, el
medicamento puede ser administrado de forma intermitente.

También se describen métodos de uso de un factor de crecimiento o de un acido nucleico que codifica el mismo
para la produccion de un medicamento util para el tratamiento profilactico de un paciente en riesgo de sufrir un
trastorno del SNC, en el que el medicamento es administrable en el SNC del paciente que tiene un trastorno del
SNC a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento,
en el que el factor de crecimiento o el acido nucleico que codifica el mismo esta presente en una cantidad suficiente
para proporcionar una dosis terapéuticamente eficaz cuando el medicamento es administrado en el SNC del
paciente sin producir una acumulacion sustancial del factor de crecimiento en el SNC del paciente. En un caso
preferido, el medicamento es administrable mediante una CED. En un caso preferido, el medicamento puede ser
administrado de forma intermitente.

En un caso, un medicamento comprende adicionalmente un agente trazador.

En un caso, un medicamento comprende adicionalmente un agente facilitador.

En un caso, los métodos para la produccion de un medicamento implican el uso de un neuroterapéutico de alto peso
molecular de la invencién que comprende (i) un portador y (ii) un factor de crecimiento o un acido nucleico que

codifica el mismo.

También se describen kits para el tratamiento de trastornos del SNC, kits que comprenden una o mas
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento.

También se describen kits utiles para la reduccion de la muerte de neuronas sensibles al factor de crecimiento del
SNC de mamifero, kits que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas descritas en el presente
documento.

También se describen kits utiles para la modulacion del crecimiento neuritico por parte de las neuronas sensibles al
factor de crecimiento del SNC de mamifero, kits que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas descritas
en el presente documento.

También se describen kits utiles para un aumento del recambio de los neurotransmisores en las neuronas sensibles
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al factor de crecimiento del SNC de mamifero, kits que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas
descritas en el presente documento.

También se describen kits utiles para la modulacion de la diferenciacion fenotipica de las neuronas sensibles al
factor de crecimiento del SNC de mamifero, kits que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas de la
invencion.

También se describen kits Utiles para el tratamiento de un paciente al que se le ha diagnosticado un trastorno del
SNC en sus etapas tempranas, kits que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas de la invencion.

También se describen kits Utiles para el tratamiento profilactico de un paciente en riesgo de sufrir un trastorno del
SNC, kits que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas de la invencion.

También se describe un kit que comprende adicionalmente un dispositivo de administracion util para la CED,
preferentemente una canula y mas preferentemente una canula de disefio progresivo exenta de reflujo. En un caso,
un kit comprende adicionalmente una bomba util para la CED.

También se describe un método para el tratamiento de un mamifero que tiene un trastorno del sistema nervioso
central (SNC). En un caso, el método implica la administracién a un mamifero que tiene un trastorno del SNC de una
composicion farmacéutica tal como un factor de crecimiento, correlacionando la administracion de dicha composiciéon
farmacéutica con el correspondiente aclaramiento tisular de la composicion farmacéutica. En un caso, la
composicion farmacéutica es administrada mediante el uso de una administracién mejorada por conveccion (CED).
En un caso, la composicién farmacéutica incluye un agente trazador. En otro caso, la composicion farmacéutica
comprende adicionalmente un agente facilitador. En un caso, la composicion farmacéutica es administrada de forma
intermitente. En un modo, la administracion intermitente equilibra el proceso de aclaramiento tisular.

Otro aspecto de la descripcion es un método para promover la supervivencia de una poblacion de neuronas sensible
al factor de crecimiento en el SNC de mamifero. En un caso, el método implica la administracién local de una
composicion farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a la poblaciéon de neuronas sensible al factor de
crecimiento, en el que el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la
velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento, de forma que se consigue una cantidad terapéuticamente
eficaz del factor de crecimiento en el tejido objetivo del SNC. En un modo, la administracion no produce una
acumulacion sustancial del factor de crecimiento. En un caso, el método implica la determinacién de la velocidad de
aclaramiento tisular del factor de crecimiento que va a ser administrado localmente a una poblacién de neuronas del
SNC sensible al factor de crecimiento. En un caso, la determinacioén de la velocidad de aclaramiento tisular se lleva a
cabo preclinicamente en un primate. En otra realizacion, la determinacion de la velocidad de aclaramiento tisular se
lleva a cabo mediante la medicion de un indicador de la velocidad de aclaramiento en un sujeto humano.

Otro aspecto de la descripcion es un método para la reduccion de la muerte de neuronas sensibles al factor de
crecimiento del SNC de mamifero. En un caso, el método implica la administraciéon local de una composicion
farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a una poblaciéon de neuronas del SNC sensibles al factor de
crecimiento que esta en riesgo de experimentar una muerte celular en ausencia de intervencion, en el que el factor
de crecimiento es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular
del factor de crecimiento, y mediante el cual se consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor de
crecimiento en el tejido objetivo del SNC.

Otro aspecto de la descripcidon es un método para el tratamiento de un trastorno del SNC. En un caso, el método
implica la administracion local de una composicion farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a una
poblacion de neuronas del SNC sensibles al factor de crecimiento en el paciente, en el que dicha administracién del
factor de crecimiento es terapéuticamente eficaz en el tratamiento del paciente. En un caso, el factor de crecimiento
es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del factor de
crecimiento, mediante lo cual se consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido
objetivo del SNC. En un caso, el trastorno del SNC comprende un trastorno agudo del SNC y la administracion es
interrumpida en un punto final.

Otro aspecto de la descripcidon es un método para el tratamiento de un paciente al que se le ha diagnosticado un
trastorno del SNC en sus etapas tempranas. En un caso, el método implica la administracion local de una
composicion farmacéutica que comprende un factor de crecimiento a una poblacion de neuronas del SNC sensibles
al factor de crecimiento en el paciente, en el que dicha administracién del factor de crecimiento previene, retrasa o
reduce la gravedad de las manifestaciones clinicas asociadas al trastorno del SNC en etapas tardias en ausencia de
un factor de crecimiento administrado. En un caso, el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que se
opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento, mediante lo cual se consigue
una cantidad terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento en el tejido objetivo del SNC.

Otro aspecto del presente documento es un método profilactico para el tratamiento de un paciente en riesgo de sufrir
un trastorno del SNC. En un caso, el método implica la administracion local de una composicion farmacéutica que
comprende un factor de crecimiento a una poblacion de neuronas del SNC sensibles al factor de crecimiento en el
paciente, en el que dicha administracion del factor de crecimiento previene o retrasa la aparicion de un trastorno del
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SNC, o reduce la gravedad del trastorno del SNC una vez que se ha manifestado. En un caso, el factor de
crecimiento es administrado a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del
factor de crecimiento, mediante lo cual se consigue una cantidad terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento
en el tejido objetivo del SNC.

Algunos aspectos adicionales de la invencion se resaltan en las siguientes porciones de la memoria descriptiva, en
la que la descripcién detallada es con el fin de divulgar completamente las realizaciones preferidas de la invencién
sin poner limitaciones a las mismas.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se comprendera mas completamente mediante referencia a los siguientes dibujos, que son unicamente
con fines ilustrativos:

la FIG. 1y la FIG. 2 son imagenes del cerebro de rata. Se infunde heparina de BPM (1 microgramo/microlitro)
con GDNF en el cerebro de rata (el hemisferio izquierdo es infundido con GDNF + heparina de BPM; el
hemisferio derecho recibié unicamente GDNF con PBS como control).

La FIG. 3 es una grafica que ilustra la expresion del GDNF en diferentes puntos temporales después de la
transduccion con AAV2-GDNF. El AAV2-GDNF fue infundido en el estriado a diferentes dosis, y las ratas fueron
sacrificadas en diferentes puntos temporales para analizar la correlacion con el nivel de expresion del GDNF. Los
resultados muestran una acumulacién gradual del GDNF con el tiempo.

La FIG. 4 es una imagen de un cerebro de mono tratado segun un método de la invencion. El GDNF (30 ug/sitio)
fue administrado mediante una CED en un lado del cerebro de mono normal. Un sitio objetivo estaba en el
caudado y 2 sitios en el putamen. El mono fue sacrificado 3 semanas después. Habia presente una significativa
proteina GDNF residual. La tincion con TH reveldé una fuerte regulacion por aumento de las fibras de DA en el
lado tratado unicamente con GDNF.

La FIG. 5 es una grafica que ilustra los efectos de la administracion de 5 ug de neuturina (NTN) en ratas
normales a los 4 dias. Se observé un significativo aumento en el recambio de la DA después de una unica
administracion. También se observo una aparente sinergia entre la NTN y la heparina.

La FIG. 6 es una grafica que ilustra el aclaramiento tisular del GDNF después de una unica administracion.

La FIG. 7 es una gréfica que ilustra la regulacion de los niveles de DA después de una unica administracion.

La FIG. 8 ilustra el AAV2-GDNF infundido (CED) en el estriado de rata a diferentes dosis.

La FIG. 9 es una grafica que ilustra la expresion del GDNF en el cerebro de rata en diferentes puntos temporales
después de la transduccion con AAV2-GDNF. Los valores medios en cada punto temporal se calcularon a partir
de 3 hemisferios.

La FIG. 10 ilustra los parametros experimentales para la determinacion del aclaramiento del NF del cerebro de
rata.

La FIG. 11 es una grafica que ilustra el aclaramiento de la proteina GDNF en el cerebro de rata después de una
infusion semanal mediante una CED. Los valores medios de cada semana se calcularon a partir de 3 ratas (6
hemisferios).

La FIG. 12 es una grafica que ilustra el aclaramiento del GDNF después de su infusion intraestriatal en el cerebro
de rata.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se refiere a métodos y a composiciones para la administracion local de factores de crecimiento a
poblaciones de neuronas sensibles al factor de crecimiento en el SNC de mamifero. La invencion radica en parte en
el descubrimiento de que el aclaramiento tisular de los factores de crecimiento en el SNC es bajo con respecto a las
velocidades a las que normalmente se han administrado previamente factores exdgenos de crecimiento. La infusién
de un factor de crecimiento a una velocidad mayor que el aclaramiento tisular da como resultado una acumulacion
innecesaria y potencialmente téxica del factor de crecimiento. En la presente invencion se lleva a cabo la
administracion del factor de crecimiento a una velocidad que se opone sustancialmente a la velocidad de
aclaramiento tisular, para evitar la acumulacion téxica del factor de crecimiento y conseguir unos niveles en el tejido
objetivo que se mantengan en una ventana terapéuticamente eficaz con el tiempo. En la invencién se lleva a cabo la
administracion intermitente del factor de crecimiento.

El fendbmeno del bajo aclaramiento tisular no esta limitado a un factor de crecimiento o a una regién cerebral en
particular. Consecuentemente, el beneficio asociado con los presentes métodos de administracion no esta limitado a
un factor de crecimiento en particular, a una poblacion de neuronas del SNC en particular o a una indicaciéon en
particular. En principio, dada la capacidad para administrar una gran diversidad de factores de crecimiento a una
gran diversidad de poblaciones de neuronas del SNC, puede tratarse cualquier indicacion caracterizada por la
muerte y/o la disfuncidon de una poblacion de neuronas que sea sensible al factor de crecimiento, o pueda ser
compensada funcionalmente por parte de una poblacion de neuronas sensible al factor de crecimiento.

Administracién del factor de crecimiento

Segun se usa en el presente documento con respecto a la invencion, "factor de crecimiento" significa un factor
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neurotréfico seleccionado entre el grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6, neurturina,
persefina y artemina.

Se han administrado diversos factores de crecimiento mediante diversos medios en un intento de tratar diversas
enfermedades neurodegenerativas. Para una revision, véase, por ejemplo, Dawbarn et al., Neuropathol and App.
Neurobiol, 29: 211-230, 2003. La presente invencion proporciona un medio nuevo para la administracion de factores
de crecimiento a poblaciones de neuronas sensibles al factor de crecimiento en estas enfermedades con una
eficacia mejorada. En particular, la invencion proporciona métodos y composiciones para la administracién de
factores de crecimiento a poblaciones de neuronas objetivo a una velocidad que contrarresta las velocidades de
aclaramiento tisulares para conseguir una dosis terapéutica eficaz sostenida sin unos efectos adversos indeseados.

En los métodos de la invencion, el factor de crecimiento es administrado a una velocidad que se opone
sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular del factor de crecimiento. Por "velocidad que se opone
sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular" se entiende una velocidad de administracion que es
aproximadamente contraria a la velocidad de aclaramiento tisular. La velocidad se refiere a la cantidad de factor de
crecimiento con el tiempo. La velocidad de administracion no tiene por qué contrarrestar de forma exacta la
velocidad de aclaramiento tisular, y la cantidad de factor de crecimiento en el tejido objetivo no tiene por qué
permanecer constante. Por ejemplo, en la invencién, la administracion implica la administracion intermitente del
factor de crecimiento. Se apreciara que dichos protocolos de administracion daran como resultado diversas
cantidades del factor de crecimiento en el tejido objetivo, con un maximo aproximadamente al comienzo de una
interrupcion y un minimo aproximadamente al final de una interrupcion. Lo que se contempla en los presentes
métodos es una velocidad de administracion que proporciona el mantenimiento de una cantidad terapéuticamente
eficaz del factor de crecimiento (en una ventana terapéutica) en un tejido objetivo con el tiempo. Al considerar la
velocidad de aclaramiento determinada empiricamente de un factor de crecimiento en particular en un tejido objetivo,
el experto en la materia puede determinar facilmente una velocidad de administracion apropiada sin una
experimentacion excesiva.

La velocidad de administracion del factor de crecimiento en los presentes métodos esta indicada por la velocidad de
aclaramiento tisular del factor de crecimiento, y se opone sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular. La
velocidad de administracion deseada del factor de crecimiento puede conseguirse con una administracién continua o
intermitente y unas concentraciones apropiadas del factor de crecimiento. La CED es el medio de administracion en
la presente invencién, con la administracion intermitente de una composicién farmacéutica que tiene una
concentracion apropiada del factor de crecimiento. Sin embargo, en algunos casos, puede llevarse a cabo la
administracion a una velocidad de infusion menor de 0,5 pl/min y puede realizarse un régimen de administraciéon que
comprende la administracion intermitente con unas interrupciones muy cortas (dias, horas, minutos) e incluso puede
realizarse la administracion continua con las concentraciones apropiadas del factor de crecimiento de forma que la
velocidad de administracion se oponga sustancialmente a la velocidad de aclaramiento tisular.

Por "acumulacion sustancial" o "acumulacion perjudicial” del factor de crecimiento se entiende la consecucién de una
cantidad del factor de crecimiento que es mayor que la minima cantidad terapéuticamente eficaz del factor de
crecimiento y capaz de producir unos efectos perjudiciales indeseables, que normalmente esta bastante por encima
de la cantidad terapéutica maxima eficaz del factor de crecimiento (es decir, es mayor que la cantidad techo eficaz
del factor de crecimiento) durante un periodo de tiempo. Por "administracion intermitente" se entiende una
administracion discontinua. De acuerdo con la invencion, el factor de crecimiento en particular es administrado
segun disminuye su nivel en el tejido objetivo con objeto de mantener una cantidad terapéuticamente eficaz del
factor en el tejido objetivo. El factor de crecimiento es infundido en la poblacién objetivo durante un periodo de
tiempo, normalmente de desde aproximadamente 30 minutos hasta aproximadamente 12 horas, mas
preferentemente de desde aproximadamente 30 minutos hasta aproximadamente 6 horas, punto en el cual cesa la
administracion. La duracion de la administracion estara indicada por un agente trazador en las realizaciones
preferidas. Durante la administracién, el nivel del factor de crecimiento en el tejido objetivo aumenta.
Preferiblemente, el cese de la administracion se produce cuando se consigue la dosis terapéutica eficaz maxima (el
techo de la dosis terapéutica) en el tejido objetivo. Aunque es menos preferido, el cese de la administracion puede
producirse cuando se ha sobrepasado la dosis terapéutica eficaz maxima. Preferiblemente, el cese de la
administracion se produce cuando el infundido esta distribuido a lo largo de la sustancial totalidad del tejido objetivo,
como puede monitorizarse con un agente trazador segun se divulga en el presente documento. Preferiblemente, el
cese de la administracion se produce mientras el infundido permanece sustancialmente confinado en el tejido
objetivo. Después del cese, los mecanismos de aclaramiento tisular actuan para disminuir lentamente el nivel del
factor de crecimiento en el tejido objetivo. La administracion se repite cuando el factor de crecimiento en el tejido
objetivo esta disminuyendo, preferentemente mientras permanece una cantidad terapéuticamente eficaz de factor de
crecimiento en el tejido objetivo, mas preferentemente cuando el factor de crecimiento esta por encima o ligeramente
por encima de la minima cantidad terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento. Aunque es menos preferido, la
administracion puede repetirse cuando el factor de crecimiento esta por debajo de la minima cantidad
terapéuticamente eficaz del factor de crecimiento. En una realizacion, no se mantiene una dosis terapéuticamente
eficaz de forma continua sin interrupcion.

En una realizacion preferida, la administracion del factor de crecimiento comprende una interrupcion de entre
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aproximadamente 7 dias y aproximadamente 45 dias, mas preferentemente de entre aproximadamente 14 dias y
aproximadamente 45 dias, mas preferentemente de entre aproximadamente 17 dias y aproximadamente 35 dias,
mas preferentemente de entre aproximadamente 20 dias y aproximadamente 35 dias después de la administracion
del factor de crecimiento, interrupcion que esta seguida por otra administracion del factor de crecimiento. En una
realizacion preferida, la administracion del factor de crecimiento comprende dos 0 mas de dichas interrupciones.

En otro caso, la administracion del factor de crecimiento comprende unas interrupciones de menos de
aproximadamente 7 dias o de mas de aproximadamente 45 dias.

En los métodos del presente documento, los factores de crecimiento son administrados localmente a una poblacion
de neuronas objetivo sensible al factor de crecimiento en el SNC de mamifero mediante el método de la CED. Por
"CED" se entiende una infusiéon a una velocidad mayor de 0,5 pl/min. En una realizacion preferida, el factor de
crecimiento es administrado mediante una CED a través de un catéter o de una canula apropiados, preferentemente
una canula de disefio progresivo exenta de reflujo. En una realizacién preferida, el método de la CED se lleva a cabo
con una canula de disefio progresivo exenta de reflujo compatible con una CED. Véase Krauze et al., J. Neurosurg.,
103: 923-929, 2005. Véase también la Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. n° 2007/0088295 A1 y
2006/0135945 A1. El método implica el posicionamiento de la punta de la canula al menos en una estrecha
proximidad al tejido objetivo. Después de haber posicionado la canula, se conecta a una bomba que administra el
factor de crecimiento a través de la punta de la canula al tejido objetivo. Se mantiene un gradiente de presion desde
la punta de la canula durante la infusion.

Por "préximo a" a la poblacion objetivo se entiende a una distancia eficaz de la poblacion objetivo. En particular, con
respecto al posicionamiento de la canula con respecto al tejido objetivo, proximidad se refiere a una distancia tal que
el infundido alcanzara el tejido objetivo. Como el medio mas preferido de administracion de una composicion
farmacéutica es una CED, la proximidad en la mayoria de los casos del presente documento se refiere a estar a una
distancia del tejido objetivo que es alcanzada por la CED de la composicion farmacéutica.

En una realizacion preferida, una canula de disefio progresivo exenta de reflujo esta unida a una bomba que extrae
el factor de crecimiento de un recipiente y produce una presion suficiente para causar que el factor de crecimiento
fluya a través del catéter hacia el tejido objetivo a unas velocidades controladas. Puede usarse cualquier caudal
adecuado de forma que la presion intracraneal se mantenga a unos niveles adecuados, de forma que no se lesione
el tejido cerebral. Puede usarse mas de una Unica canula.

La penetracion del factor de crecimiento en el tejido objetivo esta facilitada en gran medida por una presion de
infusion positiva durante un periodo de horas. La penetracion esta aumentada adicionalmente por el uso de un
agente facilitador, tal como una heparina de bajo peso molecular. Adicionalmente, la inclusién de un agente trazador,
preferentemente de un iman de RMN, proporciona la monitorizaciéon en tiempo real de la penetracion tisular por parte
del infundido e indica el cese de la administracion.

De esta forma puede administrarse cualquier cantidad adecuada del factor de crecimiento. Las cantidades
adecuadas son las cantidades que son terapéuticamente eficaces, y por lo tanto capaces de provocar una respuesta
en las neuronas sensibles al factor de crecimiento en el tejido objetivo, sin provocar una sobreabundancia de efectos
secundarios indeseables. Normalmente, la cantidad del factor de crecimiento sera de entre aproximadamente 1 ug y
aproximadamente 1.000 ug, mas preferentemente de entre aproximadamente 1 ug y aproximadamente 500 ug, mas
preferentemente de entre aproximadamente 1 pg y aproximadamente 250 pg, mas preferentemente de entre
aproximadamente 1 pyg y aproximadamente 100 ug. En una realizacion especialmente preferida, la cantidad del
factor de crecimiento es de entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 100 ug. En una realizacién preferida,
la CED comprende una velocidad de infusion de entre aproximadamente 0,5 pl/min y aproximadamente 10 pl/min.

En una realizacion preferida, la CED comprende una velocidad de infusion mayor de aproximadamente 0,5 pl/min,
mas preferentemente mayor de aproximadamente 0,7 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente
1 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 1,2 yl/min, mas preferentemente mayor de
aproximadamente 1,5 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 1,7 pl/min, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 2 pl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 2,2 yl/min, mas
preferentemente mayor de aproximadamente 2,5 upl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente
2,7 yl/min, mas preferentemente mayor de aproximadamente 3 pl/min, asi como preferentemente menor de
aproximadamente 25 pyl/min, mas preferentemente menor de 20 pl/min, mas preferentemente menor de
aproximadamente 15 pl/min, mas preferentemente menor de aproximadamente 12 pl/min, mas preferentemente
menor de aproximadamente 10 pl/min.

En una realizacion preferida, la CED comprende aumentos incrementales en el caudal, denominados
"escalonamiento”, durante la administracion. Preferiblemente, el escalonamiento comprende unas velocidades de
infusion de entre aproximadamente 0,5 pl/min y aproximadamente 10 ul/min.

En una realizacién preferida, el escalonamiento comprende unas velocidades de infusibn mayores de

aproximadamente 0,5 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 0,7 ul/min, mas preferentemente
mayores de aproximadamente 1 ul/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 1,2 yl/min, mas
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preferentemente mayores de aproximadamente 1,5 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente
1,7 y/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 2 uyl/min, mas preferentemente mayores de
aproximadamente 2,2 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 2,5 ul/min, mas preferentemente
mayores de aproximadamente 2,7 pl/min, mas preferentemente mayores de aproximadamente 3 pl/min, asi como
preferentemente menores de aproximadamente 25 ul/min, mas preferentemente menores de 20 yl/min, mas
preferentemente menores de aproximadamente 15 ul/min, mas preferentemente menores de aproximadamente
12 pl/min, mas preferentemente menores de aproximadamente 10 ul/min.

Para ensefianzas adicionales del método de CED, véase, por ejemplo, Saito et al., Exp. Neurol., 196: 3891-389,
2005; Krauze et al., Exp. Neurol., 196: 104-111, 2005; Krauze et al., Brain Res. Brain Res. Protocol., 16: 20-26,
2005; la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. n°® 2006/0073101; la Patente de EE.UU. n° 5.720.720.

Los presentes métodos de tratamiento implican preferentemente una o mas determinaciones diagndsticas
preoperatorias para la evaluacion de la presencia o del riesgo de un trastorno del SNC. "Trastorno del SNC", segun
se usa en el presente documento, se refiere a trastornos del SNC de mamifero caracterizados por la muerte y/o la
disfuncion de una o mas poblaciones de neuronas. Algunos trastornos del SNC incluyen trastornos crénicos, tales
como enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, asi como trastornos agudos,
tales como el ictus. Se conocen muchos biomarcadores asociados a varios trastornos del SNC. Por ejemplo, véase
Henley et al., Curr. Opin. Neurol.,, 18: 698-705, 2005. La determinacién diagndstica realizada incluye
preferentemente la obtencidon de neuroimagenes. Por ejemplo, véase Mathis et al., Arch. Neurol., 62: 196-200, 2005.
En una realizacién preferida, la determinacién diagnéstica implica una prueba genética.

Los métodos también implican preferentemente la obtencion de imagenes preoperatorias para definir
estereotacticamente la ubicacion de la poblacidon de neuronas objetivo.

En una realizacion muy preferida, los métodos comprenden adicionalmente la obtencion de imagenes durante la
administracion con objeto de monitorizar el posicionamiento de la canula. En una realizacion, el método comprende
el uso de un sistema de neuronavegacion, por ejemplo, véase la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. n°
2002/0095081. En una realizacién preferida, los métodos comprender adicionalmente la obtencion de
neuroimagenes para monitorizar la distribucion del infundido.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para el tratamiento de un trastorno del SNC.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona métodos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Los métodos comprenden la administracién del NGF, o de un fragmento activo o una variante del mismo, localmente
y preferentemente intermitentemente, en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona métodos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Los métodos comprenden la administracion del GDNF, o de un fragmento activo o una variante del mismo,
localmente y preferentemente intermitentemente, en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona métodos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
Los métodos comprenden la administracion del GDNF, o de un fragmento activo o una variante del mismo,
localmente y preferentemente intermitentemente, en el estriado y/o en el mesencéfalo.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona métodos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
Los métodos comprenden la administracion del VIP, o de un fragmento activo o una variante del mismo, localmente
y preferentemente intermitentemente, en el estriado y/o en el mesencéfalo.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona métodos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
Los métodos comprenden la administracion de la PTN, o de un fragmento activo o una variante de la misma,
localmente y preferentemente intermitentemente, en el estriado y/o en el mesencéfalo.

En una realizacién preferida, la invencion proporciona métodos para el tratamiento de ictus. Los métodos
comprenden la administracion de la BMP, o de un fragmento activo o una variante de la misma, localmente y
preferentemente intermitentemente, en la zona del SNC afectada por el ictus.

La Tabla 1 proporciona una lista de los factores de crecimiento que pueden usarse en la presente invencion para
producir los efectos deseados en diversas poblaciones de neuronas objetivo. Esta descripcion es a modo de ejemplo
y no pretende ser limitante.

De forma mas general, la Tabla 2 proporciona una lista de los factores de crecimiento que generalmente son
capaces de producir unos efectos beneficiosos, tales como una supervivencia, un crecimiento neuritico y un
mantenimiento fenotipico, en los tipos particulares de neuronas indicados. Esta descripcién es a modo de ejemplo y
no pretende ser limitante.
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La dosis del factor de crecimiento administrado esta determinada por el factor de crecimiento en particular, por la
densidad del tejido objetivo, por el volumen del tejido objetivo y por la velocidad de aclaramiento tisular.
Normalmente, la cantidad de factor de crecimiento sera de entre aproximadamente 1 ug y aproximadamente 1.000
Mg, mas preferentemente de entre aproximadamente 1 ug y aproximadamente 500 pg, mas preferentemente de
entre aproximadamente 1 pg y aproximadamente 250 pg, mas preferentemente de entre aproximadamente 1 ug y
aproximadamente 100 ug. En una realizacion especialmente preferida, la cantidad de factor de crecimiento es de
entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 100 pug. En una realizacion preferida, después de una interrupcion
de entre aproximadamente 7 dias y aproximadamente 45 dias, mas preferentemente de entre aproximadamente 14
dias y aproximadamente 45 dias, mas preferentemente de entre aproximadamente 17 dias y aproximadamente 35
dias, mas preferentemente de entre aproximadamente 20 dias y aproximadamente 35 dias, si fuera necesario, se
repite la administracion a una dosis disefiada de nuevo para mantener una cantidad terapéuticamente eficaz del
factor de crecimiento en el tejido sin que se produzca una acumulacion perjudicial.

En una realizacion preferida, la administracion del factor de crecimiento comprende dos o mas de dichas
interrupciones.

En una realizacion preferida, la duracion de una interrupcion que se produce de forma tardia es mas larga que la
duracion de una interrupciéon que se produce de forma temprana en un régimen de administracién que comprende
tres 0 mas etapas de administracion.

En una realizacion preferida, la dosis del factor de crecimiento que es administrada en una administracién temprana
es mayor que la dosis del factor de crecimiento administrada en una administracion tardia en un régimen de
administracion que comprende dos 0 mas etapas de administracion.

Se contempla adicionalmente que el factor de crecimiento sea administrado junto con una cantidad eficaz de un
segundo agente terapéutico. Por ejemplo, en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, dicho segundo agente
terapéutico puede incluir:

agonistas colinérgicos, particularmente aquellos especificos del SNC y no de los musculos periféricos,
inhibidores de la colinesterasa tales como clorhidrato de tacrina, neurotrofinas tales como NGF, BDNF, NT-3, NT-
4/5, factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), factor neurotrdfico ciliar (CNTF), inhibidores de la
formacion de placas amiloides seniles, inhibidores de la formacion de PHF e inductores de la sintesis o de la
produccion del factor neurotréfico enddgeno.

Los productos de la proteina del factor de crecimiento segun esta invencidon pueden ser aislados o generados
mediante cualquier medio conocido por los expertos en la materia.

Los productos de la proteina del factor de crecimiento naturales pueden ser aislados a partir de una preparacion de
células neuronales de mamifero, o a partir de una linea de células de mamifero que secretan o que expresan el
factor de crecimiento. Por ejemplo, la Publicacién Internacional PCT n°® WO93/06116, describe el aislamiento del
GDNF a partir del crecimiento exento de suero en medio condicionado de células de glioblastoma B49. Los
productos de la proteina del GDNF también pueden ser sintetizados quimicamente mediante cualquier medio
conocido por los expertos en la materia. Los productos de la proteina del GDNF también son producidos
preferentemente a través de técnicas recombinantes debido a que son susceptibles de conseguir unas cantidades
comparativamente mayores de proteina con una mayor pureza. Las formas de los productos recombinantes de la
proteina del GDNF incluyen formas glicosiladas y no glicosiladas de la proteina, y la proteina expresada en sistemas
celulares de bacterias, de mamifero o de insecto.

En general, las técnicas recombinantes implican el aislamiento de los genes responsables de la codificacion del
factor de crecimiento, la clonacion del gen en los vectores y tipos celulares adecuados, la modificacion del gen si
fuera necesario para que codifique una variante deseada, y la expresion del gen con objeto de que produzca el
producto de la proteina del factor de crecimiento. Alternativamente, puede sintetizarse quimicamente una secuencia
de nucledtidos que codifica el producto de la proteina del factor de crecimiento deseado. Se contempla que el
producto de la proteina del factor de crecimiento pueda ser expresado mediante el uso de secuencias de nucleétidos
que difieren en el uso de los codones debido a la degeneracion del cédigo genético o a variantes alélicas.

En algunos casos, el factor de crecimiento es administrado en forma de un acido nucleico codificante que puede ser
expresado en una célula transducida. En un caso, se administra un neuroterapéutico de alto peso molecular a un
paciente, en el que el neuroterapéutico de alto peso molecular comprende un acido nucleico que codifica un factor
de crecimiento, en el que el acido nucleico es expresado en una célula transducida del SNC del paciente y se
produce el factor de crecimiento codificado. Por lo tanto, el factor de crecimiento es producido in situ. Los acidos
nucleicos que codifican las proteinas de los factores de crecimiento de la invencion son bien conocidos en la
materia.

En un ejemplo preferido, el acido nucleico que codifica un factor de crecimiento es regulable in situ. En un caso, se
administra una composicion farmacéutica que comprende un vector que comprende un acido nucleico que codifica
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un factor de crecimiento bajo el control de un promotor regulable. Se apreciara que la expresion regulable de un
acido nucleico que codifica un factor de crecimiento proporciona la administracion intermitente del factor de
crecimiento.

Una composicion de infundido terapéutico es un volumen de composicion farmacéutica que va a ser administrado
mediante una CED en una unica administracion. El volumen de infundido estara determinado ampliamente por el
tejido objetivo y su volumen. Algunos volumenes tipicos seran de entre aproximadamente 10 ul y aproximadamente
10 cc, aunque pueden usarse volumenes mayores y menores.

El término "tejido objetivo" se refiere a un objetivo fisico (habitualmente anatémico) en el SNC que comprende una
poblacién de neuronas de interés.

Un agente trazador es detectable preferentemente mediante imagenes de resonancia magnética (RMN) o mediante
una tomografia computerizada de rayos X. La distribucion del agente trazador es monitorizada y usada como medida
indirecta de la distribucién del factor de crecimiento o del neuroterapéutico de alto peso molecular. Esta
monitorizacion se lleva a cabo para verificar que el factor de crecimiento esta alcanzando el tejido objetivo y
consiguiendo una concentracion eficaz en el mismo, y para detectar una administracién no deseada del infundido en
un tejido no objetivo.

En una realizacion preferida, un agente trazador esta separado del factor de crecimiento. El agente trazador es
distribuido de una forma que se correlaciona con la del factor de crecimiento, y por lo tanto es un indicador indirecto
de la distribucién del factor de crecimiento.

En una realizacion preferida, el agente trazador y el factor de crecimiento estan, cada uno, en forma de
composiciones portadoras, que confieren unas caracteristicas de distribucion muy similares a los mismos.

En una realizacion muy preferida, el agente trazador y el factor de crecimiento estan en forma de composiciones
liposdmicas. Los agentes trazadores basados en liposomas son unos indicadores indirectos muy precisos de la
distribucion de los neuroterapéuticos de alto peso molecular basados en liposomas.

El acto de "monitorizar" se refiere a la obtencién de imagenes sucesivas del agente trazador con el tiempo. Mediante
la monitorizacién de la distribucion del agente trazador, puede determinarse la localizacién y el volumen de
distribucion del neuroterapéutico de alto peso molecular en el tejido en cualquier momento durante el proceso de
infusion. Las imagenes sucesivas pueden obtenerse a cualquier velocidad hasta la velocidad maxima a la que pueda
obtener imagenes el instrumento de imagen. Por ejemplo, las imagenes sucesivas pueden obtenerse a unos
intervalos que varian desde unos pocos milisegundos hasta horas, pero mas normalmente a unos intervalos de
minutos, tales como a unos intervalos de 1, 2, 5, 10, 15, 20 o 30 minutos. El intervalo entre las imagenes sucesivas
puede variarse durante la infusion. En algunos casos, puede ser deseable la obtencidon de imagenes a unos
intervalos cortos (por ejemplo, cada 5, 10 o 15 segundos) al comienzo del proceso de infusion, para detectar el
reflujo a lo largo de la canula o para verificar que el infundido esta entrando en el tejido objetivo deseado. Una vez
que se ha confirmado la administracion en el sitio apropiado, los intervalos entre imagenes pueden alargarse y
usarse las imagenes para seguir el proceso de infusion.

En un aspecto, la invencion proporciona métodos de tratamiento que comprenden la administracién de una
composicion farmacéutica de la invencion mediante una CED, en los que la composicién farmacéutica comprende
un agente trazador, la monitorizaciéon de la distribucidon del agente trazador segin se mueve a través del SNC y el
cese de la administracion de la composicién farmacéutica cuando el neuroterapéutico de alto peso molecular es
distribuido en un volumen predeterminado en el SNC. El movimiento del agente trazador a través del tejido sélido
puede ser monitorizado mediante una técnica de imagen tal como una imagen por resonancia magnética (RMN) o
una tomografia computerizada de rayos X (TC). El agente trazador tiene una movilidad en el tejido del SNC que es
sustancialmente similar a la del agente terapéutico, y la administracién es suspendida cuando se observa que el
agente trazador alcanza una regidon deseada o consigue un volumen de distribucion deseado, o alcanza o se
aproxima o supera los bordes del tejido objetivo.

El volumen predeterminado puede corresponderse con una region en particular del cerebro. El volumen de
distribucion predeterminado es "sustancialmente similar" al volumen de distribucién observado para un agente
trazador que esta siendo monitorizado para seguir la infusion. "Sustancialmente similar" se refiere a una diferencia
en volumen de menos del 20 %. Mas preferentemente, la diferencia en volumen es menor del 15 %, mas
preferentemente menor del 10 %, mas preferentemente menor del 5 %. Mediante la monitorizacién de la distribuciéon
del agente trazador, puede suspenderse la infusion cuando se alcance el volumen de distribucion predeterminado.

El volumen de distribucidon puede ser determinado, por ejemplo, mediante el uso de un programa informatico de
imagenes que es habitual en la materia, por ejemplo, iIFLOW™. Véase también, por ejemplo, Krautze et al., Brain
Res. Protocols, 16: 20-26, 2005; y Saito et al., Exp. Neurol., 196: 3891-389, 2005.

Variantes del factor de crecimiento
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El término "variante del factor de crecimiento" segun se usa en el presente documento incluye polipéptidos en los
que se han delecionado ("variantes de delecion"), insertado ("variantes de adicion") o sustituido ("variantes de
sustituciéon") residuos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos del factor de crecimiento natural. Dichas
variantes se preparan mediante la introduccion de los apropiados cambios de nucleétidos en el ADN que codifica el
polipéptido, 0 mediante una sintesis quimica in vitro del polipéptido deseado. Los expertos en la materia apreciaran
que pueden realizarse muchas combinaciones de deleciones, inserciones y sustituciones siempre que la molécula
final sea biolégicamente activa.

El término "biolégicamente activa" seguin se usa en el presente documento significa que el fragmento de la variante
muestra unas propiedades similares, pero no necesariamente todas las mismas propiedades y no necesariamente
en el mismo grado, que el factor de crecimiento en el que esta basado.

Las técnicas de mutagénesis para la sustitucion, la insercion o la delecion de uno o mas residuos de aminoacidos
seleccionados son bien conocidas por los expertos en la materia (por ejemplo, Patente de EE.UU. n° 4.518.584).
Existen dos variables principales en la construccion de variantes: la localizacion del sitio de la mutacion y la
naturaleza de la mutacion. Para el disefio de las variantes del factor de crecimiento, la seleccion del sitio de la
mutacion y la naturaleza de la mutacion dependeran de la(s) caracteristica(s) del factor de crecimiento que se va a
modificar. Los sitios de la mutacion pueden ser modificados individualmente o en serie, por ejemplo, mediante (1) la
sustitucién en primer lugar con deleciones de aminoacidos conservativas, y después con deleciones mas radicales
dependiendo de los resultados conseguidos (2) la delecion del residuo de aminoacido objetivo, o (3) la insercion de
residuos de aminoacidos adyacentes al sitio localizado. Se prefieren los cambios conservativos de entre 1 y 20
aminoacidos. Una vez que se ha determinado la secuencia de aminoacidos del producto de la proteina del factor de
crecimiento deseado, se determina facilmente la secuencia de acidos nucleicos que se va a usar en la expresion de
la proteina. También pueden generarse variantes de delecién N-terminales y C-terminales mediante enzimas
proteoliticas.

Para las variantes de delecion del factor de crecimiento, las deleciones varian generalmente entre aproximadamente
1y 30 residuos, mas habitualmente entre aproximadamente 1 y 10 residuos y normalmente entre aproximadamente
1 y 5 residuos contiguos. Se contemplan deleciones N-terminales, C-terminales e intrasecuencia internas. Las
deleciones pueden ser introducidas en regiones de baja homologia con otros miembros de la familia para modificar
la actividad de un factor de crecimiento en particular. Es mas probable que las deleciones en areas con una
homologia sustancial con otras secuencias de la familia modifiquen mas significativamente la actividad biologica del
factor de crecimiento en particular. El nUmero de deleciones consecutivas se seleccionara de forma que se preserve
la estructura terciaria del producto de la proteina del factor de crecimiento en el dominio afectado.

Algunos ejemplos de variantes incluyen los divulgados en las Patentes de EE.UU. n°® 6.723.701; 6.468.970;
6.440.702; 5.741.778; 5.731.284; 5.830.857; 5.733.875.

Para las variantes de adicion del factor de crecimiento, las adiciones en la secuencia de aminoacidos normalmente
incluyen fusiones N- y/o C-terminales con una longitud variable desde un residuo hasta polipéptidos que contienen
cien o mas residuos, asi como adiciones intrasecuencia internas de residuos de aminoacidos individuales o
multiples. Las adiciones internas pueden variar generalmente entre aproximadamente 1 y 10 residuos, mas
normalmente desde aproximadamente 1 hasta 5 residuos y habitualmente desde aproximadamente 1 hasta 3
residuos de aminoacidos. Algunos ejemplos de variantes de adicién N-terminales incluyen un factor de crecimiento
con un residuo N-terminal de metionilo (un artefacto de la expresiéon directa del GDNF en un cultivo de células
bacterianas recombinantes) y la fusién de una secuencia de sefializacion heteréloga N-terminal con el N-terminal del
factor de crecimiento para facilitar la secrecion del factor de crecimiento maduro desde las células hospedadoras
recombinantes. Dichas secuencias de sefializacion generalmente se obtendran a partir, y seran homélogas, de la
especie de célula hospedadora prevista. Las adiciones también pueden incluir secuencias de aminoacidos derivadas
de la secuencia de otros factores de crecimiento.

Las variantes de sustitucion del factor de crecimiento tienen al menos un residuo de aminoacido de la secuencia de
aminoacidos del factor de crecimiento eliminado, y se ha insertado un residuo diferente en su lugar. Dichas variantes
de sustitucion incluyen variantes alélicas, que se caracterizan por cambios en las secuencias de nucleétidos
naturales en la poblacion de la especie que pueden dar como resultado o no un cambio en un aminoacido.

Las mutaciones especificas en la secuencia de aminoacidos del factor de crecimiento pueden implicar
modificaciones en un sitio de glicosilacion (por ejemplo, serina, treonina o asparragina). La ausencia de glicosilacion
0 Unicamente una glicosilacion parcial es el resultado de la sustitucion o de la delecion de aminoacidos en un sitio de
reconocimiento de glicosilacion unido a asparragina o en cualquier sitio de la molécula que es modificado mediante
la adicion de un carbohidrato unido por O. Un sitio de reconocimiento de glicosilacion unido a asparragina
comprende una secuencia tripeptidica que es reconocida especificamente por las apropiadas enzimas celulares de
glicosilacion. Estas secuencias tripeptidicas son Asn-Xaa-Thr o Asn-Xaa-Ser, en las que Xaa puede ser cualquier
aminoacido distinto a la Pro. Varias sustituciones o deleciones de aminoacidos en una o en ambas de la primera o
de la tercera posicién de aminoacido de un sitio de reconocimiento glicosilacion (y/o la delecion de aminoacidos en
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la segunda posicién) dan como resultado una no glicosilacion en la secuencia tripeptidica modificada. Por lo tanto, la
expresion de las apropiadas secuencias de nucleétidos alteradas produce variantes que no estan glucosiladas en
ese sitio. Alternativamente, la secuencia de aminoacidos del factor de crecimiento puede ser modificada para anadir
sitios de glicosilacion.

Un método para la identificacion de los residuos de aminoacidos del factor de crecimiento o de las regiones para la
mutagénesis se denomina "mutagénesis por cribado de alanina" segun describen Cunningham y Wells (Science,
244: 1081-1085, 1989). En este método se identifica un residuo de aminoacido o un grupo de residuos objetivo (por
ejemplo, residuos cargados tales como Arg, Asp, His, Lys y Glu) y se sustituyen por un aminoacido neutro o con
carga negativa (lo mas preferentemente alanina o polialanina) para afectar a la interaccion de los aminoacidos con el
entorno acuoso circundante en, o en el exterior de, la célula. Aquellos dominios que muestren una sensibilidad
funcional a las sustituciones se refinaran a continuacion mediante la introduccién de residuos alternativos o
adicionales en los sitios de sustitucion. Por lo tanto, se determina el sitio objetivo para la introduccién de una
variacion en la secuencia de aminoacidos, se lleva a cabo un cribado de alanina o una mutagénesis aleatoria sobre
el correspondiente codén o region objetivo de la secuencia de ADN, y las variantes del factor de crecimiento
expresadas se criban para encontrar la combinacion 6ptima de actividad y grado de actividad deseados.

Los sitios de mayor interés para la mutagénesis por sustitucion incluyen sitios en los que los aminoacidos
encontrados en un factor de crecimiento en particular en diversas especies son sustancialmente diferentes en
términos de volumen de la cadena lateral, carga y/o hidrofobicidad. Otros sitios de interés son aquellos en los que
las proteinas relacionadas con los residuos del factor de crecimiento en particular, obtenidas a partir de diversas
especies, son idénticas. Dichas posiciones son generalmente importantes para la actividad biolégica de una
proteina. Inicialmente, estos sitios son sustituidos de una forma relativamente conservativa. Dichas sustituciones
conservativas se muestran en la Tabla 3 en el encabezamiento de sustituciones a modo de ejemplo. Si dichas
sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica, entonces se introducen mas cambios
sustanciales (sustituciones a modo de ejemplo) y/o pueden llevarse a cabo otras adiciones o deleciones, y cribarse
los productos resultantes para comprobar su actividad.

Se espera que las modificaciones conservativas de la secuencia de aminoacidos (y las correspondientes
modificaciones en las secuencias de acidos nucleicos codificantes) produzcan productos de proteinas del factor de
crecimiento que tengan unas caracteristicas funcionales y quimicas similares a las del correspondiente factor de
crecimiento natural. Por el contrario, pueden llevarse a cabo modificaciones sustanciales en las caracteristicas
funcionales y/o quimicas de los productos de proteinas del factor de crecimiento mediante la seleccion de las
sustituciones que difieran significativamente en su efecto sobre el mantenimiento de (a) la estructura del esqueleto
polipeptidico en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion en lamina o en hélice, (b) la carga o
la hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los residuos naturales se
dividen en grupos basandose en las propiedades comunes de la cadena lateral:

hidrofébicos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

)
(2) neutros hidrofilos: Cys, Ser, Thr;
(3) acidos: Asp, Glu;
(4) Dbasicos: Asn, GIn, His, Lys, Arg;
(5) residuos que afectan a la orientacién de la cadena: Gly, Pro; y
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases por otro.
Dichos residuos sustituidos pueden ser introducidos en regiones de la proteina del factor de crecimiento que son
homologas con otras proteinas de factores de crecimiento, o en las regiones no homologas de la molécula.

Derivados del factor de crecimiento

Los derivados de factor de crecimiento modificados quimicamente o las variantes del factor de crecimiento pueden
ser preparados por el experto en la materia dadas las divulgaciones del presente documento. Las fracciones
quimicas mas adecuadas para la derivatizacion incluyen polimeros solubles en agua. Un polimero soluble en agua
es deseable debido a que la proteina a la que esta unido no precipita en un entorno acuoso, tal como un entorno
fisiologico. Preferiblemente, el polimero sera farmacéuticamente aceptable para la preparacion de un producto o de
una composicion terapéutica. El experto en la materia sera capaz de seleccionar el polimero deseado basandose en
dichas consideraciones segun se vaya a usar el conjugado de polimero/proteina terapéuticamente, y si es asi, la
dosis deseada, el tiempo de circulacién, la resistencia a la proteolisis y otras consideraciones. La eficacia de la
derivatizacion puede averiguarse mediante la administracion del derivado, en la forma deseada (es decir, mediante
una bomba osmética, o, mas preferentemente, mediante una inyeccién o una infusién, o, adicionalmente formulada
para la via de administracién oral, pulmonar u otras) y determinando su eficacia.

Algunos polimeros solubles en agua adecuados incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol, copolimeros de

etilenglicol/propilenglicol, carboximetil celulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano,
poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (tanto homopolimeros como
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copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-vinil pirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol,
copolimeros de oxido de polipropileno/dxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol
polivinilico y mezclas de los mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la elaboracion
debido a su estabilidad en agua.

El polimero puede tener cualquier peso molecular y puede estar ramificado o sin ramificar. Para el polietilenglicol, el
peso molecular preferido es de entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa para facilitar su
manipulado y elaboracion (indicando el término "aproximadamente" que en las preparaciones de polietilenglicol,
algunas moléculas pesaran mas, algunas menos, que el peso molecular establecido). Pueden usarse otros tamafos,
dependiendo del perfil terapéutico deseado (por ejemplo, la duracion de la liberacion sostenida deseada, los efectos,
si los hay, sobre la actividad bioldgica, la facilidad de manipulacion, el grado o la ausencia de antigenicidad y otros
efectos conocidos del polietilenglicol sobre una proteina o una variante terapéutica).

El niumero de moléculas de polimero asi unidas puede variar, y el experto en la materia sera capaz de averiguar el
efecto sobre la funcion. Se puede mono-derivatizar, o se puede proporcionar una di-, tri-, tetra- o alguna
combinacion de derivatizacion, con unas propiedades quimicas iguales o diferentes (por ejemplo, polimeros, tales
como diferentes pesos de polietilenglicoles). La proporcion entre las moléculas de polimero y las moléculas de la
proteina (o el péptido) variara, asi como sus concentraciones en la mezcla de reacciéon. En general, la proporciéon
o6ptima (en términos de eficacia de reaccién en la que no hay ningun exceso de proteina o de polimero sin
reaccionar) estara determinada por factores tales como el grado de derivatizacién deseado (por ejemplo, mono, di-,
tri-, etc.), el peso molecular del polimero seleccionado, si el polimero esta ramificado o sin ramificar, y las
condiciones de la reaccién.

Las moléculas de polietilenglicol (u otras fracciones quimicas) deben estar unidas a la proteina con respecto a los
efectos sobre los dominios funcional o antigénico de la proteina. Existen diversos métodos de unién disponibles para
los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, el documento EP 0 401 384, (acoplamiento de PEG a G-LCR), véase
también Malik et al., Exp. Hematol. 20: 1028-1035 (1992) (que notifica la pegilacion de GM-LCR mediante el uso de
cloruro de tresilo). Por ejemplo, el polietilenglicol puede ser unido covalentemente a través de residuos de
aminoacidos a través de un grupo reactivo, tal como un grupo amino o carboxilo libre. Los grupos reactivos son
aquellos a los que puede unirse una molécula activada de polietilenglicol. Los residuos de aminoacidos que tienen
un grupo amino libre pueden incluir residuos de lisina y el residuo del aminoacido N-terminal. Aquellos que tienen un
grupo carboxilo libre pueden incluir residuos de acido aspartico, residuos de acido glutamico y el residuo del
aminoacido C-terminal. También puede usarse un grupo sulfhidrilo como grupo reactivo para la union de la(s)
molécula(s) de polietilenglicol. Con fines terapéuticos, se prefiere la unidon en un grupo amino, tal como la unién en el
N-terminal o en el grupo de lisina. Deberia evitarse la unién a residuos importantes para la unién al receptor si se
desea una union al receptor.

Se puede desear especificamente una proteina codificada quimicamente en el N-terminal. Para el uso de
polietilenglicol como ilustracion de las presentes composiciones, se puede seleccionar entre diversas moléculas de
polietilenglicol (segun el peso molecular, la ramificacion, etc.), la proporcion entre las moléculas de polietilenglicol y
las moléculas de la proteina (o el péptido) en la mezcla de reaccion, el tipo de reaccion de pegilacion que se va
llevar a cabo y el método para la obtencion de la proteina pegilada N-terminalmente seleccionada. El método de
obtencioén de la preparacion pegilada N-terminalmente (es decir, la separacion de esta fraccion de otras fracciones
monopegiladas si fuera necesario) puede ser la purificacion del material pegilado N-terminalmente a partir de una
poblacién de moléculas de proteinas pegiladas. La modificacion quimica selectiva N-terminal puede llevarse a cabo
mediante una alquilacién reductora que explota la diferente reactividad de los diferentes tipos de grupos amino
primarios (lisina con respecto al N-terminal) disponibles para la derivatizacion en una proteina en particular. En las
condiciones de reaccion apropiadas, se consigue una derivatizacion sustancialmente selectiva de la proteina en el
N-terminal con un polimero que contiene un grupo carbonilo. Por ejemplo, se puede pegilar selectivamente N-
terminalmente la proteina llevando a cabo la reacciéon a un pH que permita aprovechar las diferencias en el pKa
entre el grupo e-amino de los residuos de lisina y el del grupo a-amino del residuo N-terminal de la proteina.
Mediante dicha derivatizacion selectiva, se controla la unién de un polimero soluble en agua a una proteina: la
conjugacioén con el polimero tiene lugar predominantemente en el N-terminal de la proteina, y no se produce una
modificacion significativa de otros grupos reactivos, tales como los grupos amino de la cadena lateral de lisina.
Mediante el uso de una alquilacion reductora, el polimero soluble en agua puede ser del tipo descrito anteriormente
y deberia tener un Unico aldehido reactivo para el acoplamiento de la proteina. Puede usarse propionaldehido de
polietilenglicol, que contiene un unico aldehido reactivo.

La presente invencion contempla el uso de los derivados que son factores de crecimiento expresados en
procariotas, o variantes de los mismos, unidos a al menos una molécula de polietilenglicol, asi como el uso del factor
de crecimiento, o de variantes del mismo, unido a una o mas moléculas de polietilenglicol a través de un enlace acilo
o alquilo.

La pegilacion puede llevarse a cabo mediante cualquier reaccion de pegilacién conocida en la materia. Véase, por

ejemplo: Focus on Growth Factors, 3 (2): 4-10 (1992); el documento EP 0 154 316; el documento EP 0 401 384; y
las demas publicaciones mencionadas en el presente documento que se relacionan con la pegilacién, cuyas
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divulgaciones se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad. La pegilacién puede llevarse
a cabo a través de una reaccion de acilacion o de una reacciéon de alquilacion con una molécula reactiva de
polietilenglicol (o un polimero reactivo analogo soluble en agua).

La pegilacion por acilacion implica generalmente la reaccion de un derivado de éster activo de polietilenglicol (PEG)
con el factor de crecimiento o la variante. Puede usarse cualquier molécula reactiva conocida o descubierta
posteriormente de PEG para llevar a cabo la pegilacién de la proteina del factor de crecimiento o de una variante. Un
éster de PEG activado preferido es PEG esterificado con N-hidroxisuccinimida ("NITS"). Segun se usa en el presente
documento, se contempla que "acilacion" incluya sin limitacién los siguientes tipos de enlaces entre la proteina
terapéutica y un polimero soluble en agua tal como PEG: amida, carbamato, uretano y similares. Véase
Bioconjugate Chem., 5: 133-140 (1994). Las condiciones de la reaccién pueden seleccionarse entre cualquiera de
las conocidas en la técnica de pegilaciéon o aquellas desarrolladas posteriormente, pero deberian evitarse
condiciones tales como una temperatura, un disolvente y un pH que inactiven el factor de crecimiento o la variante
que se va a modificar.

La pegilacion por acilacion dara como resultado generalmente una proteina o una variante del factor de crecimiento
poli-pegilada. Preferiblemente, el enlace de conexidon serd una amida. También preferentemente, el producto
resultante estara sustancialmente Uunicamente (por ejemplo, > 95 %) mono-, di- o tripegilado. Sin embargo, pueden
formarse algunas especies con grados mayores de pegilacion en unas cantidades que dependen de las condiciones
especificas de reaccion usadas. Si se desea, pueden separarse mas especies pegiladas purificadas de la mezcla,
particularmente especies sin reaccionar, mediante las técnicas de purificacion estandar, que incluyen, entre otras,
dialisis, precipitacion salina, ultrafiltracion, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de filtracion en gel y
electroforesis.

La pegilacion por alquilacion implica generalmente la reaccion de un derivado aldehido terminal de PEG con la
proteina o la variante del factor de crecimiento en presencia de un agente reductor. La pegilacion por alquilacion
también puede dar como resultado una proteina o una variante del factor de crecimiento poli-pegilada. Ademas, se
pueden manipular las condiciones de reaccion para favorecer la pegilacion sustancialmente unicamente en el grupo
a-amino N-terminal de la proteina o de la variante del factor de crecimiento (es decir, una proteina mono-pegilada).
En cualquier caso, tanto de una monopegilacion como de una polipegilacion, los grupos de PEG estan unidos a la
proteina preferentemente a través de un grupo --CH2--NH--. Con referencia particular al grupo --CH2--, este tipo de
enlace se denomina en el presente documento enlace "alquilo”.

La derivatizacién a través de una alquilacion reductora para producir un producto monopegilado explota la diferente
reactividad de los diferentes tipos de grupos amino primarios (lisina con respecto al N-terminal) disponibles para la
derivatizacion. La reaccion se lleva a cabo a un pH que permite aprovechar las diferencias en el pKa entre los
grupos e-amino de los residuos de lisina y el del grupo a-amino del residuo N-terminal de la proteina. Mediante dicha
derivatizacion selectiva se controla la unién de un polimero soluble en agua que contiene un grupo reactivo tal como
un aldehido, a una proteina: la conjugacion con el polimero tiene lugar predominantemente en el N-terminal de la
proteina y no se produce una modificacion significativa de los demas grupos reactivos, tales como los grupos amino
de la cadena lateral de lisina. En un aspecto importante, la presente invencion contempla el uso de una preparacion
sustancialmente homogénea de moléculas conjugadas de monopolimero/proteina (o variantes) del factor de
crecimiento (lo que significa que la proteina o la variante del factor de crecimiento a la que se ha unido la molécula
del polimero esta sustancialmente Unicamente (es decir, > 95 %) en una Unica ubicacién). Mas especificamente, si
se usa polietilenglicol, la presente invencién también incluye el uso de la proteina o de la variante pegilada del factor
de crecimiento que posiblemente carece de grupos de union antigénicos y que tiene la molécula de polietilenglicol
acoplada directamente a la proteina o a la variante del factor de crecimiento.

Por lo tanto, los productos de la proteina del factor de crecimiento actualmente preferidos segun la presente
invencion son la proteina o a la variante de los factores de crecimiento pegilados, en los que el (los) grupo(s) de
PEG esta(n) unido(s) a través de grupos acilo o alquilo. Como se ha analizado anteriormente, dichos productos
pueden estar mono-pegilados o poli-pegilados (por ejemplo, que contienen 2-6 y preferentemente 2-5, grupos de
PEG). Los grupos de PEG estan unidos generalmente a la proteina en los grupos de aminoacidos a- o e-, pero
también se contempla que los grupos de PEG pueden estar unidos a cualquier grupo amino unido a la proteina que
sea lo suficientemente reactivo como para quedar unido a un grupo de PEG en unas condiciones de reaccion
estables.

Las moléculas de polimero usadas en ambas metodologias de acilacién y de alquilacion pueden seleccionarse entre
polimeros solubles en agua como se ha descrito anteriormente. El polimero seleccionado deberia estar modificado
para que tenga un Unico grupo reactivo, tal como un éster activo para la acilacion o un aldehido para la alquilacién,
preferentemente, de forma que pueda controlarse el grado de polimerizacion segun se prevé en los presentes
métodos. Un ejemplo de aldehido de PEG reactivo es el propionaldehido de polietilenglicol, que es estable en agua,
o alcoxi o ariloxi C1-C10 monoderivados del mismo (véase la Patente de EE.UU. n° 5.252.714). El polimero puede
estar ramificado o sin ramificar. Para las reacciones de acilacion, el (los) polimero(s) seleccionado(s) deberia(n)
tener un unico grupo éster reactivo. Para la presente alquilacion reductora, el (los) polimero(s) seleccionado(s)
deberia(n) tener un unico grupo aldehido reactivo. Generalmente, el polimero soluble en agua soluble no se
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seleccionara a partir de residuos de glicosilo naturales, dado que estos son habitualmente elaborados mas
convenientemente por sistemas de expresion recombinante de mamifero. El polimero puede tener cualquier peso
molecular y puede estar ramificado o sin ramificar.

Un polimero soluble en agua particularmente preferido para su uso en el presente documento es el polietilenglicol.
Segun se usa en el presente documento, se entiende que el polietilenglicol engloba cualquiera de las formas del
PEG que se han usado para la derivatizacion de otras proteinas, tales como mono- alcoxi- o ariloxi- (C1-C10)
polietilenglicol.

En general, la derivatizacién quimica puede llevarse a cabo en cualquier condicién adecuada usada para la reaccion
entre una sustancia bioldgicamente activa y una molécula de un polimero activada. Los métodos para la preparacion
de la proteina o a la variante pegilada del factor de crecimiento comprenderan generalmente las etapas de (a) hacer
reaccionar una proteina o una variante del factor de crecimiento con polietilenglicol (tal como un éster reactivo o un
aldehido derivado de PEG) en unas condiciones en las cuales la proteina quede unida a uno o mas grupos de PEG
y (b) la obtencion del (los) producto(s) de la reaccion. En general, las condiciones de reaccion optimas para las
reacciones de acilaciéon seran determinadas caso por caso basandose en los parametros conocidos y en el resultado
deseado. Por ejemplo, cuanto mayor sea la proporcion de PEG:proteina, mayor sera el porcentaje de producto poli-
pegilado.

La alquilacion reductora para la produccion de una poblacién sustancialmente homogénea de una molécula
conjugada de la proteina (o de la variante) del mono-polimero/factor de crecimiento comprendera generalmente las
etapas de: (a) la reaccion de una proteina o de una variante del factor de crecimiento con una molécula reactiva de
PEG en unas condiciones de alquilacion reductora, a un pH adecuado para permitir la modificacion selectiva del
grupo a-amino en el amino terminal de dicha proteina o de la variante del factor de crecimiento; y (b) la obtencion del
(los) producto(s) de la reaccion.

Para una poblacion sustancialmente homogénea de moléculas conjugadas de la proteina (o de la variante) del
mono-polimero/factor de crecimiento, las condiciones de reaccion de la alquilacién reductora son aquellas que
permiten la unién selectiva de la fraccion del polimero soluble en agua al N-terminal de la proteina o de la variante
del factor de crecimiento. Dichas condiciones de reaccion proporcionan generalmente unas diferencias en el pKa
entre los grupos amino de la lisina y el grupo a-amino en el N-terminal (siendo el pKa el pH al cual el 50 % de los
grupos amino estan protonados y el 50 % no lo estan). El pH también afecta a la proporcion entre el polimero y la
proteina que se va a usar. En general, si el pH es menor, se deseara un gran exceso de polimero con respecto a la
proteina (es decir, cuanto menos reactivo sea el grupo a-amino N-terminal, mas polimero sera necesario para
conseguir unas condiciones optimas). Si el pH es mayor, no es necesario que la proporcion entre el polimero y la
proteina sea grande (es decir, hay disponibles mas grupos reactivos, por lo que se necesitan menos moléculas de
polimero). Para los fines de la presente invencion, el pH estara generalmente en el intervalo de 3-9, preferentemente
de 3-6.

Otra consideracion importante es el peso molecular del polimero. En general, cuanto mayor sea el peso molecular
del polimero, menos moléculas de polimero pueden ser unidas a la proteina. De forma analoga, deberia tenerse en
cuenta la ramificacién del polimero para optimizar estos parametros. Generalmente, cuanto mayor sea el peso
molecular (o haya mas ramificaciones), mayor sera la proporcién de polimero:proteina. En general, para las
reacciones de pegilacion contempladas en el presente documento, el peso molecular medio preferido es de entre
aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa. El peso molecular medio preferido es de entre
aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, particularmente preferentemente de entre aproximadamente
12 kDa y aproximadamente 25 kDa. La proporcion entre el polimero soluble en agua y la proteina o la variante del
GDNF sera generalmente de entre 1:1 y 100:1, preferentemente (para la polipegilacion) de entre 1:1 y 20:1 y (para la
monopegilacion) de entre 1:1 y 5:1.

Mediante el uso de las condiciones indicadas anteriormente, la alquilacion reductora proporcionara la unién selectiva
del polimero a cualquier proteina o variante del factor de crecimiento que tenga un grupo a-amino en el amino
terminal y proporciona una preparacion sustancialmente homogénea del conjugado de la proteina (o de la variante)
del monopolimero/factor de crecimiento. El término "conjugado de la proteina (o la variante) del monopolimero/factor
de crecimiento" se usa aqui para significar una composicién formada por una Unica molécula de polimero unida a
una molécula de una proteina del factor de crecimiento o a una variante de la proteina del factor de crecimiento. El
conjugado de la proteina (o la variante) del monopolimero/factor de crecimiento tendra preferentemente una
molécula de polimero ubicada en el N-terminal, pero no en los grupos amino laterales de la lisina. La preparacion
sera preferentemente mayor de un 90 % de conjugado de la proteina (o la variante) del monopolimero/factor de
crecimiento y mas preferentemente mayor de un 95 % de conjugado de la proteina (o la variante) del
monopolimero/factor de crecimiento, quedando el resto de las moléculas observables sin reaccionar (es decir,
proteinas que carecen de la fraccion polimérica).

Para la presente alquilacion reductora, el agente reductor deberia ser estable en solucién acuosa, y preferentemente

ser capaz de reducir unicamente la base de Schiff formada en el proceso inicial de la alquilacion reductora. Los
agentes reductores preferidos pueden seleccionarse entre borhidruro de sodio, cianoborhidruro de sodio,
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dimetilamina borano, trimetilamina borano y piridina borano. Un agente reductor particularmente preferido es el
cianoborhidruro de sodio. Otros parametros de la reaccioén, tales como el disolvente, los tiempos de reaccion, las
temperaturas, etc. y los medios para la purificacién de los productos, pueden ser determinados caso por caso
basandose en la informacion publicada relativa a la derivatizacion de proteinas con polimeros solubles en agua
(véanse las publicaciones mencionadas en el presente documento).

Composiciones farmacéuticas del factor de crecimiento

Las composiciones farmacéuticas del factor de crecimiento normalmente incluyen una cantidad terapéuticamente
eficaz de un producto proteico de un factor de crecimiento en una mezcla con uno o mas materiales de formulacion
farmacéutica y fisioldgicamente aceptables. Algunos materiales de formulacion adecuados incluyen, pero no se
limitan a, antioxidantes, conservantes, colorantes, agentes diluyentes, agentes emulsionantes, agentes suspensores,
disolventes, agentes de relleno, agentes de volumen, tampones, vehiculos para la administracion, diluyentes y
excipientes. Por ejemplo, un vehiculo adecuado puede incluir agua, solucion salina fisiolégica o LCR artificial,
posiblemente complementado con otros materiales. La solucion salina tamponada neutra o la solucion salina mixta
con albumina sérica son algunos ejemplos adicionales de vehiculos.

Una vez que se ha formulado la composicion terapéutica, puede ser almacenada en viales estériles en forma de una
solucién, de una suspension, de un gel, de una emulsidon, de un solido o de un polvo deshidratado o liofilizado.
Dichas formulaciones pueden ser almacenadas tanto en una forma lista para su uso como en una forma, por
ejemplo, liofilizada, que requiere su reconstitucion antes de la administracion.

La formulacion farmacéutica 6ptima sera determinada por el experto en la materia. Véase, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, Pa. 18042) paginas 1435-1712. El régimen
de dosificacion final implicado en un método para el tratamiento de las afecciones descritas anteriormente sera
determinado por el médico responsable, teniendo en consideracion diversos factores que modifican la accion de los
farmacos, por ejemplo, la edad, el estado, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de cualquier
infeccion, el momento de la administracion y otros factores clinicos. Segun se vayan realizando estudios surgira
informacion adicional relativa a los niveles de dosificacion apropiados para el tratamiento de diversas enfermedades
e infecciones.

La composicion farmacéutica puede incluir normalmente una cantidad eficaz del respectivo factor de crecimiento
junto con un portador farmacéuticamente aceptable y, ademas, puede incluir otros agentes medicinales, agentes
farmaceéuticos, portadores, diluyentes, etc. Por "farmacéuticamente aceptable" se entiende un material que no es
biolégicamente ni de otro modo indeseable, es decir, el material puede ser administrado a un individuo junto con el
agente seleccionado sin causar ningun efecto biolégico o indeseable ni interactuar de una forma perjudicial con
cualquiera de los demas componentes de la composicion farmacéutica en la que esta contenido.

En la invencion, el factor neurotrofico se selecciona entre el grupo que consiste en NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6,
GDNF, neurturina, persefina y artemina.

En una realizacion preferida, una composicion farmacéutica es administrable localmente en el SNC de mamifero
mediante una CED.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende un agente trazador.

Un agente trazador comprende preferentemente un ion paramagnético para su uso con una RMN. Algunos iones
metalicos adecuados incluyen aquellos que tienen los nimeros atomicos 22-29 (incluidos), 42, 44 y 58-70 (incluidos)
y tienen los estados de oxidacion de +2 o +3. Algunos ejemplos de dichos iones metalicos son cromo (lll),
manganeso (Il), hierro (Il), hierro (Ill), cobalto (), niquel (I1), cobre (Il), praseodimio (Ill), neodimio (Ill), samario (llI),
gadolinio (Ill), terbio (ll1), disprosio (l1l), holmio (l11), erbio (lIl) e iterbio (llI).

En una realizacion preferida, el agente trazador comprende un iman de RMN que puede ser usado junto con una
RMN para la monitorizacion de la distribucion de la composicion farmacéutica infundida.

En una realizacién preferida, el iman de RMN es un quelato de gadolinio.

En una realizacién preferida, el agente trazador comprende un liposoma, que comprende un iman de RMN. En una
realizacién preferida, el iman de RMN es un quelato de gadolinio.

En las realizaciones en las que se usan imagenes de rayos X (tales como la TC) para monitorizar la CED, el trazador
puede comprender un material radiopaco. Los materiales radiopacos adecuados son bien conocidos e incluyen
compuestos de yodo, compuestos de bario, compuestos de galio, compuestos de talio y similares. Algunos ejemplos
especificos de materiales radiopacos incluyen bario, diatrizoato, aceite etiodizado, citrato de galio, acido yocarmico,
acido yocetamico, yodamida, yodipamida, acido yodoxamico, yogulamida, yohexol, yopamidol, acido yopanoico,
acido yoprocémico, acido yosefamico, acido yosérico, yosulamida meglumina, acido yosumeético, yotasul, acido
yotétrico, acido yotalamico, acido yotréxico, acido yoxaglico, acido yoxotriroico, ipodato, meglumina, metrizamida,
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metrizoato, propiliodona y cloruro taloso.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica comprende un agente facilitador. Un agente facilitador es
capaz de facilitar la administracion del factor de crecimiento en el tejido objetivo, preferentemente cuando se
administran tanto el agente facilitador como el factor de crecimiento mediante una CED. En una realizacion
preferida, un agente facilitador es una biomolécula que es eliminada eficazmente del tejido. En una realizaciéon
preferida, un agente facilitador tiene una semivida corta con respecto al factor de crecimiento. En una realizaciéon
preferida, un agente facilitador es capaz de competir con el factor de crecimiento por la unién a los sitios de unién
del factor de crecimiento en el parénquima cerebral, sitios de unién que son distintos a los receptores
correspondientes del factor de crecimiento. Para una descripcion adicional de los agentes facilitadores, véase el
documento U.S. 2002/0114780.

Un agente facilitador especialmente preferido para su uso en la presente invencion es una heparina de bajo peso
molecular. La heparina de bajo peso molecular (heparina de BPM) aumenta eficazmente el volumen de distribucion
del GDNF infundido, tiene una amplia ventana terapéutica y es mas segura que la heparina de alto peso molecular
(Qque puede causar una hemorragia a la misma dosis). Cuando se infunde heparina de BPM (1
microgramo/microlitro) con el GDNF se observa una amplia mejora en la distribucion del GDNF (FIGS. 1y 2). La
heparina de alto peso molecular es una forma no fraccionada con un intervalo de peso molecular de 5.000 -35.000
daltons.

Neuroterapéuticos de alto peso molecular

En una realizacion, los factores de crecimiento se proporcionan como neuroterapéuticos de alto peso molecular. Las
composiciones neuroterapéuticas de alto peso molecular de la invencién comprenden un factor de crecimiento y un
portador. En un aspecto, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden neuroterapéuticos
de alto peso molecular. Para mas informacion relativa a los neuroterapéuticos de alto peso molecular, véase la
solicitud de patente provisional de EE.UU. con nimero de serie 60/795.371 depositada el 26 de abril de 2006, y la
solicitud de patente provisional de EE.UU. con numero de serie 60/900.492 depositada el 9 de febrero de 2007.

Los neuroterapéuticos de alto peso molecular de la invencion tienen un peso molecular mayor de aproximadamente
200 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 500 kDa, mas preferentemente mayor de
aproximadamente 1.000 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 1.500 kDa, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 2.000 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 2.500 kDa, mas
preferentemente mayor de aproximadamente 3.000 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente
3.500 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 4.000 kDa, mas preferentemente mayor de
aproximadamente 4.500 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 5.000 kDa, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 5.500 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 6.000 kDa, mas
preferentemente mayor de aproximadamente 6.500 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente
7.000 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 7.500 kDa, mas preferentemente mayor de
aproximadamente 8000 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 8.500 kDa, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 9.000 kDa, mas preferentemente mayor de aproximadamente 9.500 kDa, mas
preferentemente mayor de aproximadamente 10.000 kDa.

En una realizacién, un neuroterapéutico de alto peso molecular de la invencion tiene un diametro o una longitud
mayor de aproximadamente 10 nm, mas preferentemente mayor de aproximadamente 20 nm, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 30 nm, mas preferentemente mayor de aproximadamente 40 nm, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 50 nm, mas preferentemente mayor de aproximadamente 60 nm, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 70 nm, mas preferentemente mayor de aproximadamente 80 nm, mas preferentemente
mayor de aproximadamente 90nm, mas preferentemente mayor de aproximadamente 100nm, mas
preferentemente mayor de aproximadamente 110 nm, mas preferentemente mayor de aproximadamente 120 nm. En
algunas realizaciones, un neuroterapéutico de alto peso molecular de la invencién tiene un diametro o una longitud
mayor de aproximadamente 130 nm, o mayor de aproximadamente 140 nm, o mayor de aproximadamente 150 nm,
0 mayor de aproximadamente 160 nm, o mayor de aproximadamente 170 nm, o mayor de aproximadamente
180 nm, o mayor de aproximadamente 190 nm, o mayor de aproximadamente 200 nm.

En una realizacién, el portador es un portador sintético.

Hay disponible una amplia variedad de portadores sintéticos para su uso en los neuroterapéuticos de alto peso
molecular de la invencion. En una realizacion preferida, el portador es un liposoma. En otra realizacién preferida, el
portador es una particula metalica, tal como una particula de oro, o un polimero. Con respecto a los portadores,
véase, por ejemplo, Felgner et al., Ann N'Y Acad Sci., 27 de noviembre de 1995; 772: 126-39; Ramsay et al., Curr
Drug Deliv., octubre de 2005; 2 (4): 341-51; Allen et al., Anticancer Agents Med Chem., noviembre de 2006; 6 (6):
513-23; Mitra et al., Curr Pharm Des. 2006; 12 (36): 4729-49.

En una realizacion, el portador es una composicion natural o una variante de la misma. Algunos ejemplos de dichos
portadores incluyen particulas viricas, incluyendo particulas viricas modificadas (por ejemplo, aquellas que tienen un
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perfil modificado de las proteinas de superficie). Por ejemplo, véase de Jonge, et al., Gene Therapy (2006) 13, 400-
411.

En una realizacién, el neuroterapéutico de alto peso molecular es mayor que un virus AAV.

En una realizacion, el neuroterapéutico de alto peso molecular tiene un peso molecular mayor que un virus AAV.
En una realizacion, el neuroterapéutico de alto peso molecular comprende un portador distinto al AAV.

Kits

Se describen kits que comprenden una o mas composiciones farmacéuticas de la invencion. En un caso, un kit
comprende adicionalmente un dispositivo de administracion util para la CED, preferentemente una canula y mas
preferentemente una canula de disefio progresivo exenta de reflujo. En un caso, un kit comprende adicionalmente
una bomba util para la CED. Los kits pueden comprender adicionalmente partes de conexion, tubos, material de
envasado, prospectos con instrucciones y otros materiales utiles para llevar a cabo el tratamiento de un trastorno del
SNC.

Recopilacion de datos

En el presente documento se describen métodos para la recopilacion de los datos obtenidos a partir de la
monitorizacion basada en imagenes de la distribucion del infundido segun es administrado a pacientes que tienen un
trastorno del SNC. Los datos pueden incluir, pero no se limitan a, el volumen de infundido, el volumen de
distribucion, la distribucion neuroanatémica, la ubicacion neuroanatémica de una poblacion objetivo, datos genéticos,
los parametros de infusion, los parametros de la canula y los datos de colocacion de la canula. En un caso es una
base de datos que comprende dichos datos. En un caso, la base de datos es util para la derivacion de algoritmos
que describen la distribucion del infundido en el SNC de un paciente que tiene un trastorno del SNC y puede usarse
para modelar una administracion terapéutica.

Dispositivos de administracion

También se describe un dispositivo de administracion que comprende una bomba que es capaz de administrar una
composicion farmacéutica, preferentemente mediante una CED, preferentemente mediante una CED intermitente. El
dispositivo comprende, o0 se usa junto con, un catéter o una canula que facilita la administracion localizada en una
poblacion de neuronas del SNC. Preferiblemente se usa una canula de disefio progresivo exenta de reflujo
compatible con la CED que es compatible con una administracién crénica o aguda. En un caso preferido, el
dispositivo comprende adicionalmente una composicion farmacéutica.

Para su uso puede ser apropiado cualquier dispositivo de administracién mejorado por conveccion. En un caso
preferido el dispositivo es una bomba osmética o una bomba de infusion. Ambas bombas osmética y de infusion
estan disponibles en el mercado en diversos proveedores, por ejemplo, Alzet Corporation, Hamilton Corporation,
Alza, Inc., Palo Alto, Calif.).

El catéter o la canula es insertado en el tejido del SNC en el sujeto elegido. El experto en la materia podria
determinar faciimente qué area general del SNC es un objetivo apropiado. Por ejemplo, para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson, el estriado es un area objetivo adecuada del cerebro. Hay disponibles mapas
estereotacticos y dispositivos de posicionamiento, por ejemplo, en ASI Instruments, Warren, Mich. EI
posicionamiento también puede llevarse a cabo mediante el uso de mapas anatdmicos obtenidos mediante
imagenes de una TC y/o de una RMN del cerebro del sujeto, para ayudar a guiar el dispositivo de inyeccion hacia el
objetivo.

En una realizacién muy preferida, el método de la CED se lleva a cabo con una canula de disefio progresivo exenta
de reflujo compatible con una CED. Dichas canulas mas preferidas se divulgan en Krauze et al., J Neurosurg.,
noviembre de 2005; 103 (5): 923-9.

Tratamiento de trastornos del SNC.

El tratamiento da generalmente como resultado una reducciéon o una prevencion de la gravedad o de los sintomas
del trastorno del SNC en el sujeto, es decir, una mejora en el estado del sujeto o un "efecto terapéutico". Por lo tanto,
el tratamiento puede reducir la gravedad o prevenir uno 0 mas sintomas del trastorno del SNC, inhibir la progresion o
el empeoramiento del trastorno del SNC y en algunos casos, revertir el trastorno del SNC.

Segun se usa en el presente documento, el término "mejora" significa una mejora en el estado del sujeto, una
reduccion en la gravedad de la afeccion o una inhibicidn en la progresion o el empeoramiento de la afeccion.

En el caso de un trastorno agudo del SNC, el tratamiento mejorara el estado del sujeto hasta un punto final clinico,
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que puede ser la mejora del trastorno, la recuperacion completa o parcial del trastorno, punto en el cual
preferentemente se interrumpe la administracion del factor de crecimiento.

Un trastorno agudo del SNC es aquel que puede ser tratado de forma eficaz con la administracion del factor de
crecimiento de forma que mejora el estado del sujeto hasta un punto clinico en el que puede interrumpirse la
administracion. Algunos ejemplos de trastornos agudos del SNC pueden incluir un ictus y un traumatismo del SNC,
aunque dependiendo de la gravedad, el ictus y el traumatismo pueden considerarse trastornos crénicos del SNC que
requieren un tratamiento cronico (administracion crénica del factor de crecimiento).

Los métodos de la invencion para el tratamiento de un sujeto son aplicables para la profilaxis o la prevencion de un
trastorno del SNC en un sujeto en riesgo de sufrir un trastorno del SNC, o para prevenir la aparicidn clinica en un
sujeto al que se le ha diagnosticado un trastorno del SNC en una etapa temprana.

Los métodos de la invencion para el tratamiento de un sujeto también pueden estar complementados con otras
formas de terapia. Algunas terapias complementarias incluyen un tratamiento farmacolégico, un cambio en la dieta,
etc. Las terapias complementarias pueden ser administradas antes de, junto con o después de los métodos de
tratamiento de la invencion. El artesano experto puede averiguar facilmente las terapias que pueden usarse en un
régimen junto con los métodos de tratamiento de la invencion.

Deberia apreciarse que las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden usarse tanto
para aplicaciones veterinarias como humanas, y que el término "paciente" no deberia interpretarse de una forma
limitante.

Ejemplos
Ejemplo 1: EXPRESION DEL GDNF EN EL ESTRIADO DE RATA DESPUES DE UNA CED del AAV2-GDNF

Se infundié AAV2-GDNF en el estriado en diferentes dosis, y las ratas fueron sacrificadas en puntos temporales
diferentes para analizar la acumulacion de la expresion del GDNF. EI GDNF se midié mediante un ELISA.

AAV2-GDNF (de Avigen) = 1,1 €13 vg/ml (PBS + un 0,001 % de pluronic F68)
Se eligieron 3 dosis diferentes:

15 ml # max. = 1,65 e11vg [1,1 €13 vg/ml]

15 ml# %2 log = 9,07 e10vg [6,05 €12 vg/ml]

15 ml #log -1 =1,65 e10vg [1,1 €12 vg/ml]
7 ratas por punto temporal:

grupo A: hemisferio izquierdo de 4 ratas: max. / hemisferio derecho: 2 log [3 para ELISA, 1 para IHC]
grupo B: hemisferio izquierdo de 3 ratas: log™ / hemisferio derecho: AAV2-LacZ (control) [3 para ELISA]
CED - velocidad de infusion: 0,2 pl/min = 11 min

0,5 pl/min = 8 min

0,8 pl/min = 11 min

15 pl 30 min

Los resultados se proporcionan en la Tabla 4 y en la FIG. 3, que muestran una acumulacion gradual del GDNF con
el tiempo.

Ejemplo 2: EVALUACION DE LA ADMINISTRACION DE LA PROTEINA GDNF EN EL TRATAMIENTO DE LA
ENFERMEDAD DE PARKINSON

La administracién de una unica dosis de GDNF en el putamen de mono dio como resultado unos niveles tisulares
prolongados del GDNF que pueden durar mas de varias semanas (FIG. 4).

Con objeto de comprender la frecuencia y el nivel de dosis de la administracion local del GDNF con una
administracion mejorada por convecciéon (CED), se ha establecido la relacién entre la administracion de una unica
dosis y la semivida tisular y los efectos biolégicos (FIG. 4). También se realizan opcionalmente estudios adicionales
con monos MPTP con una evaluacion funcional e imagenes de PET para la caracterizacién adicional de la
farmacocinética del GDNF administrado localmente en monos PD.

Su realiza un estudio para averiguar la dosis en monos Rhesus normales para establecer la magnitud y la duracién
de la respuesta de una forma dependiente de la dosis. Se usaron treinta y nueve (39) animales y se dividieron en
grupos de 3 animales. Cada grupo recibe unilateralmente una dosis de 10, de 50 o de 100 ug de GDNF en 2 sitios
del putamen.
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El lado contralateral es infundido con PBS o con excipiente (véase la Tabla 5 y la FIG. 5). Se incluye heparina de
bajo peso molecular en la formulacién. La heparina de bajo peso molecular aumenta significativamente la
distribucion del GDNF en el cerebro después de la CED, estabiliza la proteina GDNF en la soluciéon y aumenta los
efectos del GDNF sobre el recambio de la DA, que puede aumentar los efectos funcionales del GDNF. (Hamilton J.
F., Morrison P. F., Chen M. Y., Harvey-White J, Pernaute R. S., Phillips H. S., Oldfield E. H. y Bankiewicz K. S.
Heparin Co-infusion during Convection-Enhanced Delivery (CED) increases the distribution of the glial derived
neurotrophic factor (GDNF) ligand family in rat striatum and enhances the pharmacological activity of neurturin.
(2001) Experimental Neurology 168, 155-161).

Cada animal recibe una administracion unilateral de GDNF en 2 sitios del putamen. En el lado contralateral se
administra PBS. Se usara una CED para la administraciéon del farmaco. Se sacrifican tres monos normales a las 6
semanas para determinar los niveles normales del GDNF y la proporcién de DOPAC/DA, dado que puede haber un
efecto contralatral de la administracion del GDNF.

Métodos abreviados:
Cirugia

Cada animal recibe GDNF o PBS/excipiente en 2 sitios (50 pl por sitio) en el putamen con una CED. Las
coordenadas estereotacticas se establecen basandose en las imagenes de RMN y se colocan canulas de silice
fundida resistentes al reflujo en los sitios objetivo. La CED es controlada mediante una bomba externa. Después de
la administracion del GDNF, se recoge el LCR a través de una puncién suboccipital y los animales son devueltos a
sus jaulas. ElI LCR se recoge en el momento inicial y cada 2 semanas en todos los monos (LCR de animales de 6
semanas recogido en el momento inicial y a las 0, 2, 4, 6 semanas; animales de 4 semanas en el momento inicial, a
las 0, 2 y 4 semanas; animales de 2 semanas en el momento inicial, a las 0, 2 semanas; semana 0 y momento inicial
y a las 0 semanas. Se recogen muestras sanguineas junto con las muestras de LCR. Inmediatamente después de la
administracion del GDNF (0 semanas) o 2, 4 o 6 semanas después, los animales son sacrificados y sus cerebros se
extraen (frescos). Los cerebros se bloquean en placas de 3 mm y se congelan inmediatamente. Los érganos vitales
se recogen para futuras evaluaciones patolégicas.

Procesado del cerebro:

Los cerebros se procesan para evaluar: los niveles del 1-GDNF mediante un Elisa; los niveles de 2-DOPAC/DA
mediante una HPLC; 3-GDNF, TH. CD68, inmunotincion con GFAP; 4-H&E

Los bloques de cerebro congelados se montan en el criostato y se recogen 6 secciones en corona (20 um) de cada
bloque que contienen el putamen. Las secciones se post-fijan y se tifien para una inmunoquimica del GDNF para
determinar la magnitud de la administracion del GDNF. El putamen de ambos lados del cerebro se disecciona y se
pesa para obtener el peso en humedo. El tejido se homogeneiza y se procesa para evaluar el contenido de GDNF
mediante ELISA y DA y los metabolitos mediante una HPLC. También se mide el contenido de proteinas de las
muestras.

Resultados

La inmunotincién del GDNF detecta la proteina GDNF en el putamen en todos los puntos temporales. El volumen de
distribucion (Vd) del GDNF se reduce en funcion del tiempo. Se usa la confirmacion de la tincion del GDNF para
hacer una validacién cruzada de los datos del ELISA y de la HPLC.

1. Aclaramiento tisular del GDNF después de una tnica administracion

Haciendo referencia a la FIG. 6, después de una unica administracion de 3 dosis de GDNF en el putamen, los
niveles tisulares del GDNF disminuyen en funcion de la dosis y del tiempo.

2. Regulacién por aumento de los niveles de DA después de una tnica administracion del GDNF

La FIG. 7 describe un posible resultado de la administracion de una uUnica dosis en el putamen. Son posibles varios
escenarios. (i) el patron de la regulacion por aumento de la DA seguira estrechamente el de los niveles tisulares del
GDNF, en cuyo caso el efecto bioldgico del GDNF es dependiente de la presencia de la proteina GDNF. (ii) el GDNF
desencadena efectos bioldgicos y persisten mas alla de los niveles tisulares detectables del GDNF.

3. Niveles del GDNF en el LCR

Puede haber un pequefio aumento en el GDNF a las 0 semanas con unos niveles indetectables en todos los demas
momentos.

4. Anticuerpos contra el GDNF
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No se detectaron anticuerpos contra el GDNF en ningun punto temporal en el LCR ni en el suero 5.
Hallazgos neuropatolégicos

Aunque los animales no seran perfundidos con formalina, pudo analizarse el cerebelo para evaluar cualquier
patologia. No se observa patologia.

Mediante el uso de los métodos anteriores se determina la relacién entre una Unica dosis de GDNF, su semivida
tisular y sus efectos biolégicos en el sistema de la DA en monos.

SUJETOS:

Especie: macaco (cinomologo o rhesus)
Género: masculino o femenino

Edad: de adulto joven a adulto
Cantidad: 39

Peso: 3-8 kg

AGENTE EXPERIMENTAL:

Factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF).

Los grupos de tratamiento se muestran en la Tabla 6 y los parametros de la infusién se muestran en la Tabla 7.
PROGRAMA DE EVALUACION:

Imagenes por resonancia magnética (RMN)

Administracion intracraneal de PBS/GDNF (a través de una CED)

Recoleccion del LCR y de sangre:

Supervivencia a las 0 semanas: momento inicial y después de la CED

Supervivencia a las 2 semanas: momento inicial, después de la CED y 2 semanas después de la cirugia
Supervivencia a las 4 semanas: momento inicial, después de la CED y 2 y 4 semanas después de la cirugia
Supervivencia a las 6 semanas: momento inicial, después de la CED y 2, 4 y 6 semanas después de la cirugia

Eutanasia:

Se sacrificaron nueve (9) animales después de los procedimientos de CED
Se sacrificaron nueve (9) animales 2 semanas después de la cirugia

Se sacrificaron nueve (9) animales 4 semanas después de la cirugia

Se sacrificaron nueve (9) animales 6 semanas después de la cirugia

Se sacrificaron tres (3) animales (PBS) 6 semanas después de la cirugia

NECROPSIAY PROCESADO DE LOS TEJIDOS:

Después de la eutanasia se lleva a cabo una perfusion cardiaca para introducir sistémicamente 1 | de solucion salina
tamponada con fosfato. Se recoge el cerebro, se bloquea en placas de 3 mm y se congela en fresco en isopentano
enfriado con hielo seco. Se recogen muestras representativas de los 6rganos vitales y se procesan para un analisis
histolégico.

Procesado del tejido cerebral:

Los bloques cerebrales congelados se montan en un criostato y se recogen seis (6) secciones en corona (20 um de
espesor) de cada bloque que contienen el putamen. Las secciones se post-fijan y se tifien para una
inmunohistoquimica del GDNF para la evaluacion de la distribuciéon del GDNF.

Se llevan a cabo disecciones en el resto de tejido cerebral congelado para recoger el nucleo del putamen de cada
bloque. El tejido del putamen se pesa, se homogeneiza y se procesa para evaluar el contenido de GDNF mediante
un ELISA. La DAy los niveles de metabolitos se miden mediante una HPLC.

DURACION DEL ESTUDIO:

Duracién en vivo: entre 0 y 6 semanas después de la infusion con CED

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2618 787 T5

PARAMETROS DE LA EVALUACION EN VIVO:
Imagenes de RMN

Administracion intracraneal de PBS/GDNF

Observaciones clinicas posteriores a la cirugia

Observaciones semanales de la salud

Recoleccién de sangre (5 ml, suero): antes de la cirugia, después de la CED y 2, 4 y 6 semanas después de la
CED

Recoleccién del LCR (1 ml): antes de la cirugia, después de la CED y 2, 4 y 6 semanas después de la CED

PARAMETROS NEUROPATOLOGICOS Y BIOQUIMICOS:

El ensayo de anticuerpos contra el GDNF se lleva a cabo en muestras de suero y de LCR recogidas antes de la
cirugia, después de la CED y 2 y 6 semanas después de la CED

El ensayo del GNDF se lleva a cabo sobre muestras de LCR recogidas antes de la cirugia, después de la CED y 2, 4
y 6 semanas después de la CED

Analisis del tejido cerebral

Nivel de GDNF determinado mediante un ELISA (criterio de valoracion_primario)

Proporcion de DOPAC/DA determinada mediante una HPLC (criterio de valoracion_primario)

Inmunotincion del GDNF (criterio de valoracion_primario)

Inmunotincion de GFAP, TH, CD68 (criterio de valoracién_secundario)

Tincién con H&E (criterio de valoracion_primario)

Véase también Hadaczek et al., Human Gene Therapy, 17: 1-12, 2006, incorporado al presente documento como
referencia en su totalidad.

Ejemplo 3: EVALUACION DE LA EXPRESION DEL GDNF EN EL ESTRIADO DE RATA

Se infundié AAV2-GDNF (CED) en el estriado de rata a diferentes dosis, y las ratas fueron sacrificadas en diferentes
puntos temporales para analizar la correlacion con el nivel de expresion del GDNF con el tiempo. Ambos hemisferios
fueron infundidos con una cantidad apropiada de AAV2-GDNF en un volumen total de 15 pl. Los grupos de ensayo
estan ilustrados en la FIG. 8.

Se llevaron a cabo los procedimientos quirdrgicos habituales para la CED intraestriatal con las siguientes
velocidades de infusion: 0,2 pl/min durante 11 min, 0,5 pl/min durante 8 min y 0,8 pl/min durante 11 min. La
concentracion de la proteina GDNF en el tejido estriado fue determinada mediante un ELISA. Después de la
eutanasia, los cerebros fueron rapidamente extraidos y el estriado se disecciond bilateralmente y se congeld
inmediatamente. Las muestras se homogeneizaron y se expusieron a un tratamiento de acidificacion. Se determiné
el nivel tisular del GDNF en los homogeneizados mediante un GDNF Enax® ImmunoAssay System (Promega). Para
confirmar la expresion del GDNF, se us6 una rata del grupo A para la evaluacion inmunohistoquimica (se usé una
tincion habitual de DAB con anticuerpo policlonal anti-GDNF humano; R&D Systems, a 1:50)

Resultados: la transduccion del estriado de rata con AAV2-GDNF dio como resultado la expresiéon de la proteina
GDNF en el tejido cerebral de una forma dependiente de la dosis (FIG. 9). El nivel de expresion del GDNF estuvo
aumentando hasta 1 mes, cuando alcanzé su concentracién estacionaria en el tejido estriado. Desde ese punto
temporal, para la dosis maxima del virus infundido (1,65" vg), la cantidad media de GDNF detectada mediante un
ELISA era de ~ 11 ng/mg de proteina tisular. Unas dosis menores del vector, de 9,07 vg y de 1,65'° vg, dieron
como resultado unas concentraciones tisulares menores del GDNF: de ~ 6-7 ng/mg de proteina tisular y de ~ 2-3
ng/mg de proteina tisular, respectivamente.

Ejemplo 4: EVALUACION DEL ACLARAMIENTO DEL GDNF EN EL CEREBRO DE RATA

Métodos: para analizar el aclaramiento del GDNF en el cerebro de rata disefiamos un experimento en el que
administramos la proteina GDNF en el estriado mediante una CED. Se infundieron ambos hemisferios con 1 ug de
GDNF en un volumen total de 15 pl. Llevamos a cabo 4 infusiones semanales para averiguar si hay algun efecto
acumulativo. Cada semana se sacrificaron 3 animales para la recoleccion del tejido cerebral. Véase la FIG. 10.

Se llevaron a cabo los procedimientos quirdrgicos habituales para la CED intraestriatal con las siguientes
velocidades de infusion: 0,2 pl/min durante 11 min, 0,5 pl/min durante 8 min y 0,8 pyl/min durante 11 min. La
concentracion de la proteina GDNF en el tejido estriado fue determinada mediante un ELISA. Después de la
eutanasia, los cerebros fueron rapidamente extraidos y el estriado se disecciond bilateralmente y se congeld
inmediatamente. Las muestras se homogeneizaron y se expusieron a un tratamiento de acidificacion. Se determiné
el nivel tisular del GDNF en los homogeneizados mediante un GDNF Emax ® ImmunoAssay System (Promega).

Resultados: la administracion semanal de la proteina GDNF en el estriado de rata dio como resultado su nivel
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estacionario en el tejido cerebral. Las concentraciones medias eran de 32,9; de 26,6; de 29,0; y de 28,8 pg/mg de
proteina en las semanas 1, 2, 3 y 4 respectivamente. (FIG. 11).

Ejemplo 5: EVOLUCION TEMPORAL DEL ACLARAMIENTO DEL GDNF EN EL CEREBRO DE RATA

Se infundié la proteina GDNF en el estriado y las ratas fueron sacrificadas en diferentes puntos temporales para
analizar la evolucion temporal del aclaramiento del GDNF de cerebro.

La cantidad de GDNF se midié6 mediante un ELISA.
GDNF (del NIH; 10 pg/30 ul): 0,33 pg/ul

Se eligié una dosis:

La solucion madre original se diluy6 a 1:2 con 40 pl de PBS + 80 pl de PBS = 120 pl por linea (0,11 pg/ul)

Se infundiran 15 ul en cada hemisferio (cantidad total: 1,65 ug de GDNF por hemisferio)

2 ratas por punto temporal (4 hemisferios)

Velocidad de infusion de la CED: 0,2 pl/min = 11 min; 0,5 pyl/min = 8 min; 0,8 pl/min = 11 min; 15 pl, 30 min total.
(FIG. 12).

Se describen las siguientes publicaciones Varon et al., Ann. Rev. Neuroscience, 1: 327, 1979; Thoenen et al.,
Science, 229: 238, 1985); Thoenen, Trends. Neurosci. 14: 165-170, 1991; Lapchak et at., Rev. Neurosci., 3: 1-10,
1993; Bothwell, Ann. Rev. Neurosci., 18: 223-253, 1995; Lapchak et al., Rev. Neurosci. 3: 1-10, 1993; Bothwell, Ann.
Rev. Neurosci., 18: 223-253, 1995; Chao et al., TINS 18: 321-326, 1995; Lin et al., Science 260: 1130-1132, 1993;
Krieglstein et al., EMBO J. 14: 736-742, 1995; Poulsen et al., Neuron 13: 1245-1252, 1994; Lin et al., Science 260:
1130-1132, 1993; Hudson et al., Brain Res. Bull. 36: 425-432; 1995; Beck et al., Nature 373: 339-341, 1995; Tomac
et al., Nature 373: 335-339, 1995; Hoffer et al., Neurosci. Lett. 182: 107-111, 1994; Oppenheim et al., Nature 373:
344-346, 1995; Zurn et al., Neuroreport 6: 113-118, 1994; Yan et al., Nature 373: 341-344, 1995; Henderson et al.,
Science 266: 1062-1064, 1994; Sariola et al., J. Cell Sci., 1 de octubre de 2003; 116 (Pt 19): 3855-62; Venero et al.,
Neuroreport 4: 959-962, 1993; Hefti, J. Neurobiol. 25: 1418-1435, 1994; Olson, Neurochem. Jul. 15: 1-3, 1994;
Batchelor et al., J. Comp. Neurol. 284: 187-204, 1989; Kiss et al., Neurosci. 27: 731-748, 1988; Woolf et al.,
Neurosci. 30: 143-152, 1989; Selkoe, Neuron, 6: 487-498, 1991; Hefti, J. Neurobiol. 25: 1418-1435, 1994; Petty et
al., Ann. Aug. 36: 244-246, 1994; Eslamboli, Rev. Neurosci., 2005; 16 (4): 303-10; Kordower et al., Ann. Neurol., 46:
419-424, 1999; Gill et al., Nat. Med. 9: 5899-595, 2003; Patel et al., Ann. Neurol., 57: 298-302, 2005; Lang et al.,
Ann. Neurol., 59: 459-466, 2006; Eslamboli, Rev. Neurosci., 2005; 16 (4): 303-10; Krauze et al., Exp Neurol.,
noviembre de 2005; 196 (1): 104-11; Gill et al., Nat. Med. 9: 5899-595, 2003.

Tabla 1
Ef::%i:?!to Poblacién objetivo Efecto del factor de crecimiento
NGF prosencéfalo basal e hipocampo |supervivencia de las neuronas colinérgicas
NGF nucleos basales de Meynert supervivencia de las neuronas colinérgicas
NGF hipocampo supervivencia de las neuronas colinérgicas
BDNF hipocampo supervivencia de las neuronas colinérgicas
NT-3 hipocampo supervivencia de las neuronas colinérgicas
CNTF estriado supervivencia de las neuronas dopaminérgicas
IGF-1 hipocampo proteccion frente a un dafio neuronal excitotoxico
GDNF sustancia negra, estriado crecimiento neuri_ticp y supervivencia de las neuronas,
neuronas dopaminérgicas
. . crecimiento neuritico y supervivencia de las neuronas,
VIP sustancia negra, estriado .
neuronas dopaminérgicas
PTN sustancia negra, estriado crecimiento neuri_ticp y supervivencia de las neuronas,
neuronas dopaminérgicas
. . crecimiento neuritico y supervivencia de las neuronas,
bFGF20 sustancia negra, estriado neuronas dopaminérgsi/casp
Tabla 2
Tipo de neurona Factor de crecimiento
Colinérgica NGF
Colinérgica BDNF
Colinérgica NT-3
Dopaminérgica CNTF
Dopaminérgica GDNF
Dopaminérgica VIP
Dopaminérgica bFGF
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(continuacion)

Tipo de neurona Factor de crecimiento
Dopaminérgica PTN
Glutaminérgica IGF-1
Tabla 3
Residuo original Ejemplos de sustituciones
Ala Ser
Arg Lys
Asn GIn, His
Asp Glu
Cys Ser
GIn Asn
Glu Asp
Gly Pro
His Asn, GIn
lle Leu, Val
Leu lle, Val
Lys Arg, GIn, Glu
Met Leu, lle
Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp, Phe
Val lle, Leu
Tabla 4
Dias d‘;e;p“és AAV2-LacZ  |AAV2-GDNF 1,65 e10|AAV2-GDNF 9,07 10| AAV2-GDNF 1,65 11
transduccion control vg log™ vg % log vg dosis maxima
3 dias 2,2 £ 0,28 pg/mg 7,0+ 1 pg/mg 34,4 + 5 pg/mg 96,4 + 6 pg/mg
7 dias 1,73 £ 0,13 pg/mg 16,7 £ 3 pg/mg 63,0 £ 7 pg/mg 208,4 + 15 pg/mg
14 dias 2,37 £ 0,38 pg/mg 36,1 £ 5 pg/mg 127,0 £ 10 pg/mg 354,0 +14 pg/mg
21 dias 1,6 £ 0,12 pg/mg 75,0 £7 pg/mg 197,0 £ 10 pg/mg 521,3 + 12 pg/mg
Tabla 5
Estudio de los intervalos de dosificacion en monos normales
Tiempo (semanas) 10 pg 50 ug 100 pg 0 ug
0 N=3 N=3 N=3 X
2 N=3 N=3 N=3 X
4 N=3 N=3 N=3 X
6 N=3 N=3 N=3 X
6 X X X N=3
Tabla 6
Grupos de tratamiento
Grupo I-_Iemi_sferio Dosis en el r]e_misferio n® de animales Tiempo de supervivencia
izquierdo derechol/sitio (ug) (semanas)
3 0
1 PBS/excipiente 10 g ‘21
3 6
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(continuacion)

Grupos de tratamiento

Grupo Hemisferio | Dosis en el hemisferio n® de animales Tiempo de supervivencia
P izquierdo derechol/sitio (ug) (semanas)
3 0
- 3 2
2 PBS/excipiente 50 3 2
3 6
3 0
- 3 2
3 PBS/excipiente 100 3 2
3 6
4 PBS/PBS 0 3 6
Tabla 7
Parametros de infusion
Sitio objetivo | Velocidad de infusién (tiempo) | Yolumen total | Tiempo de infusion
por sitio total por sitio
0,2 pl/min (10 min,)
0,5 pl/min (10 min,)
o 0,8 pl/min (10 min,) .
Putamen (2 sitios) 1.0 yl/min (10 min,) 50 pl 55 minutos
1,5 pl/min (10 min,)
2,0 pl/min (5 min,)
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para su uso en un método para el tratamiento de un mamifero que tiene un
trastorno del sistema nervioso central (SNC), en donde dicha composicién comprende un factor neurotréfico y es
administrada mediante una administracion mejorada por conveccion (CED) intermitente al SNC de dicho mamifero a
una velocidad que se opone a la velocidad de aclaramiento tisular de dicho factor neurotréfico, y en donde dicha
administracion mantiene una dosis terapéutica eficaz del factor neurotréfico, siendo las interrupciones entre las
administraciones de dicho factor neurotrofico de al menos aproximadamente una semana, en donde dicho factor
neurotréfico se selecciona entre el grupo que consiste en GDNF, NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6, neurturina,
persefina y artemina.

2. La composiciéon farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha composiciéon farmacéutica
comprende adicionalmente un agente trazador.

3. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacién 1, en donde dicho método comprende
adicionalmente la determinacion de la velocidad de aclaramiento tisular de dicho factor neurotrofico.

4. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha CED comprende aumentos
incrementales en el caudal.

5. La composiciéon farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 1, en donde la composicion farmacéutica es
administrada mediante el uso de una canula de disefio progresivo exenta de reflujo compatible con una CED.

6. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 2, en donde el agente trazador comprende un
iman de RMN o un agente detectable mediante una TC.

7. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacién 6, en la que dicho agente trazador es un quelato
de gadolinio.

8. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 2, en la que dicho agente trazador esta
encapsulado en un liposoma.

9. La composiciéon farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 1, en la que dicho trastorno del SNC se
selecciona entre el grupo que consiste en enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), ictus, traumatismo craneal, lesion en la médula espinal, esclerosis
multiple, demencia con cuerpos de Lewy, degeneracion de la retina, epilepsia, trastornos psiquiatricos, trastornos del
equilibrio hormonal y degeneracion coclear.

10. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 1 donde dicho factor neurotréfico es el GDNF y
dicho trastorno del SNC es la enfermedad de Parkinson.

11. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el tratamiento es para fomentar la
supervivencia de una poblacion de neuronas sensible al factor neurotréfico en el SNC de mamifero, en donde dicha
composicion es administrada segun se define en la reivindicacién 1 y en donde dicho método comprende: la
administracion local de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica, que comprende un
factor neurotrofico, a dicho tejido objetivo del SNC que comprende una poblacion de neuronas sensible a dicho
factor neurotrdfico.

12. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el tratamiento es para la reducciéon
de la muerte de las neuronas sensibles al factor neurotréfico del SNC de mamifero, en donde dicha composicion es
administrada segun se define en la reivindicacion 1 y en donde dicho método comprende: la administracion local de
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica, que comprende un factor neurotrofico, a un
tejido objetivo del SNC que comprende una poblacion de neuronas sensible a dicho factor neurotréfico, poblacion de
neuronas que esta en riesgo de experimentar muerte celular en ausencia de intervencion.

13. La composicion farmacéutica para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
dicho uso comprende tres 0 mas administraciones, teniendo la duraciéon de dos o0 mas interrupciones una longitud
variable.

14. La composicién farmacéutica segun la reivindicacion 13, en donde la duracion de las interrupciones aumenta con
el tiempo.
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FIG. 2
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Cantidad de GDNF (pg/mg de tejido)

Expresion del GDNF en diferentes puntos temporales después de la transduccién con AAV2-GDNF
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Grupo A Grupo B
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Infusiones del GDNF (CED)
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FIG. 10
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Aclaramiento de la proteina GDNF en el cerebro de rata
después de su infusion semanal mediante una CED
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Aclaramiento del GDNF después de su infusion
intraestriatal (CED) en el cerebro de rata
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