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(567) Resumo: TERAPIA DE GENE PARA ESCLEROSE LATERAL
AMIOTROFICA E OUTRAS ENFERMIDADES DA MEDULA ESPINAL.
A presente invencéo refere-se a descricdo que proporciona métodos e
composigdes para tratamento de enfermidades ou danos que afetam a
funcéao e controle motor em um individuo. Em um aspecto, a invencao
se refere a um produto trangene que é distribuido a uma medula
espinal do individuo por administragdo de um vetor viral neurotréfico
recombinante contendo o transgene ao cérebro. O vetor viral distribui o
transgene para uma regido do cérebro que é susceptivel a infecgao
pelo virus, e que expressa o produto de gene viral recombinante
codificado. Também providos sdo composicdes para distribuicdo de
um produto de transgene a uma medula espinal do individuo pela
administragdo de um vetor viral neurotréfico recombi- nante contendo o
transgene ao cérebro do individuo.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "TERAPIA DE
GENE PARA ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA E OUTRAS EN-
FERMIDADES DA MEDULA ESPINHAL".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengéo se refere a composigées e métodos para

tratamento de enfermidades que afetam a fungao motora do individuo, e, em
particular, a fungdo motora afetada por doenc¢a ou dano ao cérebro e/ou me-
dula espinhal.

A terapia de gene é uma modalidade de tratamento emergente
para enfermidades que afetam o sistema nervoso central (SNC). A terapia
de gene do SNC tem sido facilitada pelo desenvolvimento de vetores virais
capazes de infectar efetivamente neurénios pés-mitéticos. O sistema nervo-
so central € composto da medula espinhal e cérebro. A medula espinhal
conduz informagéo sensorial a partir do sistema nervoso periférico para o
cérebro, e conduz informagdo motora a partir do cérebro a varios executo-
res. Para uma revisdo de vetores virais para distribuicdo de gene para o sis-
tema nervoso central, ver Davidson et al. (2003) Nature Rev. 4:353-364.

Vetores de virus adeno-associados (AAV) sao considerados U-
teis para terapia de gene do SNC porque eles tém uma toxicidade favoravel
e perfil de imunogenecidade, sdo capazes de transduzirem células neuro-
nais, e sd0 capazes de mediarem expressao de longo prazo no SNC. (Kaplitt
et al. (1994) Nat. Genet. 8:148-154; Bartlett et al. (1998) Hum. Gene Ther.
9:1181-1186, e Passini et al. (2002) J. Neurosci. 22:6437-6446).

Uma propriedade util de vetores AAV esta na capacidade de alguns
vetores AAV suportarem transporte retrégrado e/ou de grau anterior em célu-
las neuronais. Os neurénios em uma regido cerebral estédo interligados por
axénios as regides de cérebro distais proporcionando, desse modo, um sis-
tema de transporte para distribuicdo de vetor. Por exemplo, um vetor AAV
pode ser administrado em ou perto dos terminais de axénio de neurénios. Os
neurdnios internalizam o vetor AAV e o transporta em uma maneira retrégra-
da ao longo do ax6nio para o corpo de célula. Propriedades similares de a-

denovirus, HSV, e virus pseudo-rabies, foram mostradas para distribuir ge-
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nes para estruturas distais dentro do cérebro (Soudas et al. (2001) FASEB J.
15:2283-2285; Breakfield et al. (1991) New Biol. 3:203-218; e de Falco et al.
(2001) Science, 291:2608-2613).

Varios grupos tém reportado que a transdugéo do cérebro por
sorotipo 2 de AAV (AAV2) é limitada ao local de injegdo intracranial (Kaplitt
et al. (1994) Nat. Genet. 8:148-154; Passini et al. (2002) J. Neurosci.
22:6347-6446; e Chamberlin et al. (1998) Brain Res. 793:169-175). Relato-
rios recentes sugerem que transporte axonal retrogrado de vetores virais
neurotréficos pode também ocorrer em circuitos selecionados do relatério de
cérebro de rato normal (Kaspar et al. (2002) Mol. Ther. 5:50-56 (vetor AAV);
Kasper et al. (2003) Science 301:839-842 (vetor lentiviral) Nat. Med.
11(4):423-428 e Ralph et al. (2005) Nat. Med. 11(4):429-433 que injeg&o in-
tramuscular de lentivirus expressando silenciar supreéxido dismutase Cu/Zn
humana (SOD1) interferindo no comego de doenga retardada de RNA de
esclerose lateral amiotréfica (ALS) em um modelo de roedor terapeuticamen-
te relevante de ALS.

Células transduzidas por vetores AAV podem expressar um pro-
duto transgene terapéutico, tal como uma enzima ou um fator neurotroéfico,
para mediar efeitos intracelularmente benéficos. Estas células podem tam-
bém secretar o produto transgene terapéutico, que pode ser subsequente-
mente retirado pelas células distais onde podem mediar seus efeitos benéfi-
cos. Este processo tem sido descrito como corregéo cruzada (Neufeld et al.
(1970) Science 169:141-146).

Contudo, existe uma necessidade de composi¢gbes e métodos
para tratar disfungdo da medula espinhal que resulta em perda de fungao
motora em pacientes humanos. Esta invengao satisfaz esta necessidade e
proporciona vantagem relacionada tambeém.

SUMARIO DA INVENCAO
Esta invengdo proporciona métodos e composi¢cdes para distri-

buir um transgene a medula espinhal e/ou a haste do cérebro de um indivi-
duo por administragéo intraventricular de um vetor viral neurotréfico recom-

binante contendo um transgene IGF-1. A distribuigcdo viral pode ser sob con-
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dicdes que favorecem expressao do transgene em células ependimais.

Esta invengdo proporciona métodos e composigoes para distri-
buir um transgene a medula espinhal e/ou a haste do cérebro de um indivi-
duo por administragéo intraventricular de um vetor viral neurotréfico recom-
binante compreendendo um transgene selecionado a partir do grupo consis-
tindo em fator-1 de crescimento de insulina (IGF-1), calbindin D28K, parval-
bumin, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, SMN-1, SMN-2, CNTF (Fator neurotréfico
ciliar), ourigo sénico (shh), eritropoietin (EPO), lisil oxidase (LOX), progranu-
lin, prolactin, ghrelin, neuroserpin, angiogenin, e placenta lactogen. A distri-
buigao viral pode ser sob condigdes que favorecem expressao do transgene
em células ependimais.

Esta invengao proporciona métodos e composi¢des para distri-
buir um transgene a medula espinhal e/ou a haste do cérebro de um indivi-
duo por administragao intraventricular (conhecida também como intracere-
broventricular ou ICV) de um vetor viral neurotréfico recombinante compre-
endendo pelo menos dois transgenes selecionados a partir do grupo consis-
tindo em fator-1. de crescimento de insulina (IGF-1), calbindin D28K, parval-
bumin, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, SMN-1, SMN-2, CNTF (Fator neurotréfico
ciliar), ourigo sénico (shh), eritropoietin (EPO), lisil oxidase (LOX), progranu-
lin, prolactin, ghrelin, neuroserpin, angiogenin, e placenta lactogen. Em uma
concretizagdo, um vetor viral adeno-associado recombinante compreende
IGF-1 e VEGF. A distribuigao viral pode ser sob condigdes que favorecem
expressao do transgene em células ependimais. As Tabelas 1-3 proporcio-
nam combinagdes potenciais de pares de transgenes uteis na presente in-
vengao.

Em um aspecto adicional, a invengéo proporciona composi¢coes
e métodos para melhorar os sintomas de uma enfermidade de neurénio mo-
tor em um individuo pela administragdo de um vetor viral neurotréfico re-
combinante contendo o transgene terapéutico ao cérebro do individuo, e sob
condi¢cdes que favorecem expresséo do transgene em uma quantidade tera-
peuticamente efetiva.

E para ser compreendido que ambas a descricao geral prece-
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dente e a descrigdo detalhada seguinte sdo exemplares e explanatérias so-

mente, e ndo sao restritivas da invengao conforme reivindicada.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

comparando administragao intraventricular de beta-galactosidase que codifi-
ca AAV4 a IGF1 que codifica AAV4. Uma diferenga significante na sobrevi-
véncia foi observada. Os recipientes eram camundongos SOD.

A Figura 2 mostra uma comparagao de resisténcia de membro
anterior entre camundongos SOD que receberam administragéo intraventri-
cular de beta-galactosidase (Lac Z) que codifica AAV4 versus IGF1 que codi-
fica AAV4. Os recipientes de IGF1 perdem resisténcia mais gradualmente e
mais vagarosamente.

A Figura 3 mostra uma comparagdo de resisténcia de membro
posterior entre camundongos SOD que receberam administragao intraventri-
cular de beta-galactosidase (Lac Z) que codifica AAV4 versus IGF1 que codi-
fica AAV4. Os recipientes de IGF1 perdem resisténcia mais gradualmente e
mais tarde.

A Figura 4 mostra uma comparagdo de rotarod (laténcia em
queda) entre camundongos SOD que receberam administragao intraventricu-
lar de beta-galactosidase (Lac Z) que codifica AAV4 versus IGF1 que codifi-
ca AAV4. Os recipientes de IGF1 declinam mais gradualmente e mais tarde.

A Figura 5 mostra uma comparagéo de perda de massa corpo-
rea entre camundongos SOD que receberam administragéo intraventricular
de beta-galactosidase (Lac Z) que codifica AAV4 versus IGF1 que codifica
AAV4. Os recipientes de IGF1 perdem massa corpérea mais gradualmente e
mais tarde.

A Figura 6 mostra uma comparagdo de manchamento de GFAP
na haste do cérebro de camundongos SOD que receberam administragao
intraventricular de beta-galactosidase (Bgal) que codifica AAV4 versus IGF1
que codifica AAV4. Conforme evidenciado pelo manchamento de GFAP re-
duzido nos camundongos tratados com AAV4-IGF1, distribuigao intraventri-
cular de AAV4-IGF-1 conduz a uma reducgéo na astrogliose dentro da haste
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do cérebro.

A Figura 7 mostra uma comparagao de manchamento de GFAP
na medula espinhal ventral de camundongos SOD que receberam adminis-
tragao intraventricular de beta-galactosidase (Bgal) que codifica AAV4 ver-
sus IGF1 que codifica AAV4. Conforme evidenciado pelo manchamento de
GFAP reduzido nos camundongos tratados com AAV4-IGF1, distribuigao
intraventricular de AAV4-IGF-1 conduz a uma redugéo na astrogliose na me-
dula espinhal ventral.

A Figura 8 mostra uma comparagao de niveis de nitrotirosina
em camundongos SOD que receberam administragéo intraventricular de be-
ta-galactosidase (Bgal) que codifica AAV4 versus IGF1 que codifica AAV4.
Conforme evidenciado pelo manchamento reduzido nos camundongos trata-
dos com AAV4-IGF1, distribuicdo intraventricular de AAV4-IGF-1 conduz a
uma redugéo nos niveis de nitrotirosina através de toda medula espinhal, por
exemplo, regidées cervical, toracica, lombar e sacral.

A Figura 9 mostra expressao de proteina fluorescente verde
(GFP) em camundongos tratados com AAV4-GFP. GFP é distribuido na ca-
mada celular ependimal do sistema ventricular em seguida a distribuigao
intraventricular de AAV4-GFP.

A Figura 10 mostra expressao de proteina fluorescente verde
(GFP) em camundongos tratados com AAV4-GFP. GFP ¢ distribuido na ca-
mada celular ependimal do canal central da medula espinhal em seguida a
distribuigéo intraventricular de AAV4-GFP.

A Figura 11A mostra os resultados de RT-PCR realizado em
tecidos de camundongos SOD que foram tratados por injegéo intraventricular
de AAV4-IGF-1. B-Actin foi medida como um controle interno. O vetor foi
detectado através de todo cortex, haste do cérebro e medula espinhal se-
guindo a distribuigo intraventricular. A Figura 11B mostra os resultados de
RT-PCR realizado em tecidos de camundongos SOD que foram tratados por
inje¢ao intraventricular de AAV4-VEGF. B-Actin foi medida como um controle
interno. O vetor foi detectado através de todo cortex, haste do cérebro e me-

dula espinhal seguindo a distribuigao intraventricular de AAV4-VEGF.
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A Figura 12 mostra curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de

camundongos SOD1 que receberam administragéo intraventricular de prote-
ina fluorescente verde (GFP) que codifica AAV4, ou VEGF165 que codifica
AAV4. Um aumento significante na sobrevivéncia média foi observado nos
camundongos que receberam AAV4-VEGF.

A Figura 13 mostra uma comparagéo de rotarod (laténcia em
queda) entre camundongos SOD que receberam administragéo intraventricu-
lar de GFP que codifica AAV4 versus VEGF165 que codifica AAV4. Os reci-
pientes de VEGF 165 declinam mais gradualmente e mais tarde. A Figura 13
também mostra uma resisténcia do membro posterior entre camundongos
SOD que receberam administragao intraventricular de GFP que codifica A-
AV4 versus VEGF165 que codifica AAV4. Os recipientes de VEGF165 per-
dem resisténcia mais gradualmente e mais tarde.

As Tabelas 1-3 proporcionam um numero de pares de gene po-
tenciais para uso na presente invengéo onde a concretizagéo utiliza mais do
que um gene.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

De modo que a presente invengao possa ser mais rapidamente

compreendida, certos termos s&o primeiro definidos. Definicdes adicionais
sao colocadas através de toda descrigdo detalhada.

A prética da presente invengado empregara, a menos que de ou-
tro modo indicado, técnicas convencionais de imunologia, biologia molecular,
microbiologia, biologia celular e DNA recombinante, que estdo dentro do
técnico no assunto, Ver, por exemplo, Sambrook, Fritsch and Maniatis, MO-
LECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL 2™ edition (1989); CUR-
RENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al,
(1987)); a série METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2:
A PRACTICAL APPROACH (M.J. MacPherson, B. D. Hames and G. R. Taylor
eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1989) ANTIBODIES, A LABORATORY
MANUAL, and ANIMAL CELL CULTURE (R.l. Frehney, ed. (1987)).

Conforme usado no relatério descritivo e reivindicagdes, a forma

singular "um", "uma" e "o" incluem referéncias plurais a menos que o contex-
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to indique claramente de outro modo. Por exemplo, o termo "uma célula”
inclui uma pluralidade de células, incluindo misturas destas.

Conforme aqui usado, o termo "compreendendo” é pretendido
para significar que as composi¢cdes e métodos incluem os elementos indica-
dos, mas ndo excluindo outros. "Consistindo essencialmente em" quando
usado para definir composigées e métodos, deve significar excluindo outros
elementos de qualquer significancia essencial & combinagdo. Desse modo,
uma composigdo consistindo essencialmente nos elementos conforme aqui
definidos nao excluiria contaminantes de trago a partir de método de isola-
mento e purificagdo, e veiculos farmaceuticamente aceitaveis, tais como,
salina tamponada de fosfato, conservantes, e similares. "Consistindo em"
deve significar excluindo mais do que elementos de trago de outros ingredi-
entes e etapas de método essenciais para administragdo da composigao
desta invengao. As concretizagdes definidas por cada um destes termos de
transigéo estéo dentro do escopo desta invengéo.

Todas as designa¢des numeéricas, por exemplo, pH, temperatu-
ra, tempo, concentragdo, e peso molecular, incluindo faixas, s&do aproxima-
¢bes que sao variadas (+) ou (-) por incrementos de 0,1. E para ser compre-
endido, embora nem sempre explicitamente citado, que todas as designa-
¢bes numéricas sao precedidas pelo termo "cerca de". E para ser compre-
endido, embora nem sempre explicitamente citado, que os reagentes aqui
descritos sao meramente exemplares, e que equivalentes de tais sdo conhe-
cidos na técnica.

O termo "transgene" se refere a um polinucleotideo que é intro-
duzido em uma célula de e é capaz de ser transcrito em RNA e opcional-
mente, traduzido e/ou expresso sob condigées apropriadas. Em um aspecto,
ele confere uma propriedade desejada a uma célula em que ele foi introduzi-
do, ou, de outro modo, conduz a um efeito terapéutico ou diagnéstico dese-
jado.

Os termos "particulas de genoma (gp)" ou "equivalentes de ge-
noma", ou "copias de genoma (gc)", conforme aqui usados em referéncia a

titulagao viral, se referem ao numero de virions contendo o genoma AAV
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DNA recombinante, indiferente de infectividade ou funcionalidade. O nimero
de particulas de genoma em uma preparagdo de vetor particular pode ser
medido por procedimentos, tais como descritos nos Exemplos aqui, ou, por
exemplo, em Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther., 10:1031-1039; Veldwijk et
al. (2002) Mol. Ther., 6:272-278.

Os termos "unidade de infecgéo (iu)", ou "unidade de replica-
¢ao", conforme aqui usados em referéncia a titulagao viral, se referem ao
numero de particulas de vetor AAV recombinante competente de replicagcao
conforme medido pelo ensaio de centro infeccioso, também conhecido como
ensaio de centro de replicagéo, conforme descrito, por exemplo, em McLau-
ghlin et al. (1998) J. Virol. 62: 1963-1973.

O termo "unidade de transdugao (tu)", conforme aqui usado em
referéncia a titulagdo viral, se refere ao nimero de particulas de vetor AAV
recombinante infecciosas que resulta na producédo de um produto de transge-
ne funcional, conforme medido em ensaios funcionais, tais como descritos nos
Exemplos aqui, ou, por exemplo, em Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol,,
144:113-124; ou em Fisher et al. (1996) J. Virol., 70:5620-532 (ensaio de LFU).

Os termos "terapéutico”, "quantidade terapeuticamente efetiva”,
e seus cognatos, se referem aquela quantidade de um RNA, DNA ou produ-
to de expressao de DNA, e/ou RNA que resulta na prevengéo ou retardo de
comego ou melhora de sintomas em um individuo, ou uma obtengao de um
efeito biolégico desejado, tal como corregao de neuropatologia, por exemplo,
patologia celular associada com uma doenga neuronal motora, tal como
ALS. O termo "corregao terapéutica" se refere aquele grau de corregao que
resulta na prevengéo ou retardo de comego ou melhora de sintomas em um
individuo. A quantidade efetiva pode ser determinada por métodos empiricos
conhecidos.

Uma "composicdo" é também pretendida para envolver uma
combinagdo de agente ativo e outro veiculo, por exemplo, composto ou
composigao, inerte (por exemplo, um agente detectavel ou etiqueta) ou ativo,
tal como um adjuvante, diluente, aglutinante, estabilizador, tampodes, sais,

solventes lipofilicos, conservantes, adjuvante, ou similar. Veiculos também
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incluem excipientes farmacéuticos e proteinas aditivas, peptideos, aminoaci-
dos, lipideos, e carboidratos (por exemplo, agucares, incluindo monossaca-
rideos, di-, tri-, -tetra-, e oligossacarideos; aglcares derivatizados, tais como
alditois, acidos aldénicos, aglcares esterificados e similares; e polissacari-
deos ou polimeros de agticar), que podem estar presentes simplesmente, ou
em combinagao, compreendendo sozinho, ou em combinagéo, 1-99,99% em
peso ou volume. Excipientes de proteina adequados incluem albumina de
soro, tais como albumina de soro humana (HSA), albumina humana recombi-
nante (rHA), gelatina, caseina, e similares. Aminoacido/componentes de anti-
corpo representativos, que podem também funcionar na capacidade de tam-
ponamento, incluem alanina, glicina, arginina, betaina, histidina, acido gluta-
mico, acido aspartico, cisteina, lisina, leucina, isoleucina, valina, metionina,
fenilalanina, aspartame, e similares. Excipientes de carboidrato sdo também
pretendidos dentro do escopo desta invengédo, exemplos dos quais incluem,
mas nao estdo limitados a, monossacarideos, tais como frutose, maltose, gli-
cose, D-manose, sorbose, e similares; dissacarideos, tais como lactose, su-
crose, trehalose, celobiose, e similares; polissacarideos, tais como rafinose,
melezitose, maltodextrins, dextrans, amidos, e similares; e alditéis, tais como
manitol, xilitol, maltitol, lactitol, xilitol sorbito! (glucitol) e mioinositol.

O termo veiculo inclui adicionalmente um tamp&o ou um agente
de ajuste de pH; tipicamente, o tampao & um sal preparado de um acido ou
base organica. Tampdes representativos incluem sais de acido organico, tais
como sais de acido citrico, acido ascorbico, acido gluconico, acido carboni-
co, acido tartarico, acido succinico, acido acético, ou acido ftalico; tampoes
Tris, trometamina cloridrato, ou fosfatos. Veiculos adicionais incluem excipi-
entes/aditivos poliméricos, tais como polivinilpirrolidonas, ficolls (um agucar
polimérico), dextratos (por exemplo, ciclodextrins, tais como 2-hidroxipropil-
quadratura-ciclodextrin), polietileno glicéis, agentes aromatizantes, agentes
antimicrobiais, adogantes, antioxidantes, agentes antiestaticos, tenso-ativos
(por exemplo, polissorbatos tais como "TWEEN 20" e "TWEEN 80"), lipideos
(por exemplo, fosfolipideos, acidos graxos), esteroides (por exemplo, coles-

terol), e agentes quelantes (por exemplo, EDTA).
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Conforme aqui usado, o termo "veiculo farmaceuticamente acei-
tavel" envolve qualquer dos veiculos farmacéuticos padrdes, tais como uma
solugéo de salina tamponada com fosfato, agua, e emulsdes, tais como uma
emulsdo de 6leo/agua ou agua/dleo, e varios tipos de agentes de umedeci-
mento. As composigdes também podem incluir estabilizadores e conservan-
tes, e qualquer dos veiculos acima notados com a provisao adicional que eles
sejam aceitaveis para uso in vivo. Para exemplo de veiculos, estabilizadores e
adjuvantes, ver Martin REMINGTON'S PHARM. SCI., 15th Ed. (Mack Publ.
Co., Easton (1975) e Williams & Williams, (1995), e em "PHYSICIAN'S DESK
REFERENCE", 52" ed., Medical Ecomomics, Montvale, N. J. (1998). Os vei-
culos podem também compreender fluido cereboespinhal artificial (aCSF).

Um "individuo", "individual" ou "paciente" & usado intervariavel-
mente aqui, que se referem a um vertebrado, preferivelmente um mamifero,
mais preferivelmente um ser humano. Mamiferos incluem, mas nao estéo
limitados a, murina, ratos, simios, seres humanos, animais de fazenda, ani-
mais de esporte, e animais domésticos.

Um "controle" & um individuo alternativo ou amostra usada em
um experimento para proposta de comparagdo. Um controle pode ser "posi-
tivo" ou "negativo". Por exemplo, onde a proposta do experimento € determi-
nar uma correlagdo de um nivel de expressao alterado de um gene com um
tipo particular de patologia (ver, ALS, por exemplo, infra), &€ geraimente pre-
ferivel usar um controle positivo (um individuo ou uma amostra de um indivi-
duo, conduzindo tal alteragdo e exibindo sintomas caracteristicos daquela
doenga), e um controle negativo (um individuo ou uma amostra de um indi-
viduo carecendo da expressao alterada e sintoma clinico daquela doenga).

"Diferencialmente expresso", conforme aplicado a um gene, se
refere a producgédo diferencial do mRNA transcrito a partir do gene, ou do
produto de proteina codificado pelo gene. Um gene diferencialmente expres-
so pode ser sobre-expresso ou sub-expresso, conforme comparado ao nivel
de expressao de uma célula normal ou de controle. Em um aspecto, ele se
refere a um diferencial que & pelo menos 1,5 vezes, ou pelo menos 2 vezes,

ou, alternativamente, pelo menos 5 vezes, ou, alternativamente, pelo menos
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10 vezes mais alto ou mais baixo do que o nivel de expressao detectado em
uma amostra de controle. O termo "diferencialmente expresso" também se
refere a sequéncias de nucleotideo em uma célula ou tecido que sao ex-
pressas onde inativas em uma célula de controle, ou néo expressas onde
expressas em uma célula de controle.

Conforme aqui usado, o termo "modular” significa variar a quan-
tidade ou intensidade de um efeito ou consequéncia, por exemplo, para au-
mentar, diminuir ou reduzir.

Conforme aqui usado, o termo "melhorar" € um sinénimo de "ali-
viar", e significa reduzir ou diminuir. Por exemplo, pode-se melhorar os sin-
tomas de uma doenca ou enfermidade tornando-a mais suportavel.

Para identificagao de estruturas no cérebro humano, ver, por e-
xemplo, The Human Brain: Surface, Three-Dimensional Sectional Anatomy
With MRI, and Blood Supply, 2nd ef., eds. Deuteron et al., Springer Vela,
1999; Atlas of the Brain, eds. Mai et al., Academic Press; 1997; and Co-
Planar Stereotaxic Atlas of the Human Brain: 3-Dimensional Proportional
System: An Approach to Cerebral Imaging, eds. Tamarack et al., Thyme Me-
dical Pub.., 1988. Para identificacdo de estruturas no cérebro de camundon-
go, ver, por exemplo, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, 2" ed.,
Academic Press, 2000.

A distribuicdo intracerebroventricular ou intraventricular de um
vetor viral recombinante pode ser realizada em qualquer um ou mais dos
ventriculos do cérebro, que sao preenchidos com fluido cerebroespinhal
(CSF). CSF é um fluido claro que enche os ventriculos, esta presente no
espago subaracnéide, e circunda o cérebro e medula espinhal. O CSF e
produzido pelo plexo de coroide, e via a exsudagéo ou transmissao de fluido
de tecido pelo cérebro nos ventriculos. O plexo de corbide € uma estrutura
que reveste a parte inferior do ventriculo lateral e a parte superior dos tercei-
ro e quarto ventriculos. Certos estudos tém indicado que estas estruturas
sdo capazes de produzirem 400-600 ccs de fluido por dia consistente com
uma quantidade para encher os espagos do sistema nervoso central quatro

vezes em um dia. Em adultos, o volume deste fluido tem sido calculado para
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ser de 125 a 150 ml (4-5 o0z). O CSF esta em formacgao, circulagdo e absor-
cao continuas. Certos estudos tém indicado que aproximadamente 430 a
450 ml (quase dois copos) de CFS pode ser produzido todo dia. Certos cal-
culos estimam que a produgio se iguala a aproximadamente 0,35 ml por
minuto em adultos, e 0,15 ml por minuto em criangas. O plexo de coroide
dos ventriculos laterais produz a maioria de CSF. Ele escoa através da fo-
ramina de Monro no terceiro ventriculo onde ele € adicionado pela produgéao
a partir do terceiro ventriculo e continua para baixo através do aquaduto de
Sylvius para o quarto ventriculo. O quarto ventriculo adiciona mais CSF; o
fluido em seguida se desloca no espago subaracnéide através da foramina
de Lagendie e Luschka. Ele ento circula através de toda a base do cérebro,
para baixo ao redor da medula espinhal e para cima sobre os hemisférios
cerebrais. O CSF é descarregado no sangue via a vilosidades aracndides e
cavidades ocas vasculares intracraniais.

Em aspectos onde a transferéncia de gene € mediada por um
vetor viral de DNA, tal como um adenovirus (Ad) ou virus adeno-associado
(AAV), um constructo de vetor se refere ao polinucleotideo compreendendo
o genoma viral ou parte deste, e um transgene. Adenovirus (Ads) sdao um
grupo homogéneo bem caracterizado de virus, incluindo mais de 50 soroti-
pos. Ver, por exemplo, Pedido PCT Internacional N° WO 95/27071. Ads sao
faceis de se desenvolverem e ndo requeremintegragao no genoma da célula
hospedeira. Vetores derivados de Ad recombinante, particularmente aqueles
que reduzem o potencial para recombinagao e geragéo de virus tipo selva-
gem, tém também sido construidos. Ver, Pedidos PCTs Iinternacionais N°
WO 95/00655 e WO 95/11984. AAV tipo selvagem tem alta infectividade e
especificidade integrando no genoma da célula hospedeira. Ver, Hermonat
and Muzyezka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-6470 e Lebkowski,
et al., (1988) Mol. Cell. Biol. 8:3988-3996.

Em um aspecto, a invengao proporciona método para distribuir
um transgene ao cérebro de um individuo por administrag&o intraventricular
de um vetor viral neurotrofico recombinante contendo o transgene IGF-1. A

distribuicao é sob condi¢gdes que favorecem expressao do transgene em ceé-
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lulas ependimais.

Em outro aspecto, a invencao proporciona um método para dis-
tribuir um produto transgene terapéutico a uma célula-alvo do SNC, que é
um neurdnio ou uma célula glial, em um mamifero afligido com a enfermida-
de neuronal motora, por exemplo, ALS ou dano traumatico da medula espi-
nhal, onde o transgene pode ser IGF-1. O transgene pode ser administrado,
via um virus neurotréfico. O virus pode ser administrado via os ventriculos.
Células ependimais podem ser transduzidas para expressarem o transgene
e secretarem o produto de proteina codificado.

Em uma concretizagao alternada, a invengédo € um método para
tratar uma enfermidade de neurdnio motor em um individuo por administra-
¢ao intraventricular de um vetor viral neurotréfico recombinante contendo um
transgene terapéutico ao cérebro do individuo, em que o transgene é ex-
presso em uma quantidade terapeuticamente efetiva no individuo.

Esta invengédo também é um método para melhorar os sintomas
de uma enfermidade de neurdnio motor em um individuo por administragao
intraventricular de um vetor viral neurotréfico recombinante contendo um
transgene terapéutico ao cérebro do individuo, em que referido transgene &
expresso em uma quantidade terapeuticamente efetiva no individuo.

Vetores virais neurotréficos adequados para a pratica desta in-
vencao incluem, mas nao estéo limitados a, vetores virais adeno-associados -
(AAV), vetores virais de herpes simplex (Patente dos Estados Unidos N°
5.672.344), e vetores lentivirais.

Nos métodos da invencido, AAV de qualquer sorotipo pode ser
usado. O sorotipo do vetor viral usado em certas concretizagdes da invengao
é selecionado a partir do grupo consistindo em AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAV5, AAV6, AAV7 e AAVS (ver, por exemplo, Gao et al. (2002) PNAS,
09:11854-11859; e Viral Vectors for Gene Therapy: Methods and Protocols,
ed. Machida, Humana Press, 2003). Outros sorotipos além daqueles aqui
listados podem ser usados. Além disso, vetores AAV pseudotipados podem
ser utilizados nos métodos aqui descritos. Vetores AAV pseudotipados sé&o

aqueles que contém o genoma de um sorotipo de AAV no capsid de um se-
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gundo sorotipo de AAV; por exemplo, um vetor AAV que contém o capsid
AAV2 e o genoma AAV1, ou um vetor AAV que contém o capsid AAVS e o
genoma AAV2 (Auricchio et al., (2001) Hum. Mol. Genet., 10(26):3075-81).

Vetores AAV sio derivados de parvovirus de DNA de trangado
simples (ss) que sdo nao-patogénicos para mamiferos (revisto em Muzyscka
(1992) Curr. Top. Microb. Imunol., 158-97-129). Brevemente, vetores basea-
dos em AAV recombinantes tém os genes virais rep e cap que montam em
96% do genoma viral removido, deixando as duas repeti¢gdes terminais inver-
tidas de 145 pares bases (bp) de flanqueamento (ITRs), que s&o usadas pa-
ra iniciar replicagao, acondicionamento e integragdo de DNA viral. Na au-
séncia de virus auxiliador, AAV tipo selvagem se integra no genoma de célu-
la hospedeira humana com especificidade de local preferencial no cromos-
somo 19q 13.3, ou pode ser mantido epissomalmente. Uma particula de
AAV simples pode acomodar até 5 kb de ssDNA, portanto, deixando cerca
de 4,5 kb para um transgene e elementos regulatérios, que é tipicamente
suficiente. Contudo, sistemas de trans-entrangamento conforme descritos,
por exemplo, na Patente dos Estados Unidos N° 6.544.785, podem quase
dobrar este limite.

Em uma concretizagio ilustrativa, AAV é AAV4. Virus adeno-
associados de muitos sorotipos, especialmente AAV2, foram exclusivamente
estudados e caracterizados como vetores de terapia de gene. Aqueles técni-
cos na técnica estario familiares com a preparagao de vetores de terapia de
gene baseada em AAV funcional. Numerosas referéncias a varios métodos
de produgio, purificagéo e preparagdo de AAV para administracao a indivi-
duos humanos podem ser encontradas no corpo extensivo de literatura pu-
blicada (ver, por exemplo, Viral Vectors for Gene Therapy: Methods and Pro-
tocols, ed. Machida, Humana Press, 2003). Adicionalmente, terapia de gene
baseada em AAV objetivada para células do SNC foi descrita nas Patentes
dos Estados Unidos N°s 6.180.613 e 6.503.888. Vetores AAV exemplares
adicionais sao vetores de sorotipo AAV2/1, AAV2/2, AAV2/5, AAV2/7 e A-
AV2/8 recombinantes que codificam proteina humana.

Em certos métodos da invengdo, o vetor compreende um trans-
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gene operavelmente ligado a um promotor. O transgene codifica uma mole-
cula biologicamente ativa, expressao da qual no SNC resulta em pelo menos
corregao parcial de neuropatologia e/ou estabilizagdo de progressao de do-
enca. O transgene pode ser fator-1 de crescimento de insulina (IGF-1), cal-
bindin D28, parvalbumin, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, SMN-1, SMN-2, CNTF
(Fator neurotréfico ciliar), ourigo sdnico (shh), eritropoietin (EPO), lisil oxida-
se (LOX), progranulin, prolactin, ghrelin, neuroserpin, angiogenin, e placenta
lactogen.

Em certos métodos da invengéo, o vetor compreende mais do
que um transgene, em que cada transgene & operavelmente ligado a um
promotor para capacitar a expressdo de mais do que um transgene de um
vetor AAV simples. Em métodos adicionais, os transgenes podem ser opera-
velmente ligados ao mesmo promotor. Cada transgene codifica uma molécu-
la biologicamente ativa, expressao da qual no SNC resulta em pelo menos
corregao parcial de neuropatologia. Além disso, em casos onde mais do que
um transgene é distribuido, os transgenes podem ser distribuidos via mais
do que um vetor AAV, em que cada vetor AAV compreende um transgene
operavelmente ligado a um promotor. Os transgenes podem ser seleciona-
dos a partir do grupo consistindo em: fator-1 de crescimento de insulina
(IGF-1), calbindin D28, parvalbumin, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, SMN-1,
SMN-2, CNTF (Fator .neurotréfico ciliar), ourigo sénico (shh), eritropoietin
(EPO), lisil oxidase (LOX), progranulin, prolactin, ghrelin, neuroserpin, angio-
genin, e placenta lactogen. Por exemplo, os transgenes podem compreender
VEGF, tais como VEGF 165 e IGF-1.

O gene de fator de crescimento similar & insulina (IGF-1) tem
uma estrutura complexa, que & bem-conhecida na técnica. Ele tem pelo me-
nos dois produtos de mRNA alternativamente divididos decorrentes da
transcrigdo de gene. Existe um peptideo de 153 aminoacidos, conhecidos
por varios nomes incluindo IGF-1A ou IGF-Ea, e um peptideo de 195 amino-
acidos, conhecido por varios nomes, incluindo IGF-1B ou IGF-1Eb. A forma
Eb pode também ser conhecida como Ec em seres humanos. A forma madu-
ra de IGF-1 & um polipeptideo de 70 aminoacidos. Ambos IGF-Ea e IGF-1Eb
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contém o peptideo maduro de 70 aminoacidos, mas diferem na sequéncia e
comprimento de suas extensées carboxil-terminais. As sequéncias de pepti-
deo de IGF-1Ea e IGF-1Eb sao representadas por SEQ ID NOS 1 e 2, res-
pectivamente. Os cDNAs gendmicos e funcionais de IGF-1 humano, bem
como informagéao adicional com relag@o ao gene IGF-1 e seus produtos, sao
disponiveis em Unigere Accession N° NM_00618. A proteina IGF-1 pode ter
as sequéncias mostradas em SEQ ID NO:3, ou variantes alélicas destas.
Variantes alélicas podem diferir por um numero simples ou pequeno de resi-
duos de aminoacido, tipicamente menos do que 5, menos do que 4, menos
do que 3 residuos. A sequéncia de proteina IGF-1 pode ser modificada para
conter o dominio de transdugdo de TAT (YGRKKRRQRRR), cohforme mos-
trado em SEQ ID NO: 4.

Embora suas fun¢des ndo sejam totalmente conhecidas, calbin-
din D28K (também referida como calbindin D28) e parvalbumin s&o protei-
nas de ligacao de calcio teorizadas para serem envolvidas em tamponamen-
to de calcio. Sem estar limitado a teoria, existe evidéncia de sugerir que ho-
meostase de calcio é alterada em individuos com ALS. Existe evidéncia de
sugerir que baixos niveis de calbindinin-D28K e/ou parvalbumin podem au-
mentar a vulnerabilidade de neurdnios motores em ALS pela redugéo de sua
capacidade de manusear carga de calcio aumentada. Esta redugédo pode
conduzir a dano celular e eventual morte do neurénio motor. Outra evidéncia
sugere que neurdnios ricos em proteinas de ligagédo de calcio, tais como cal-
bindin D28K e parvalbumin, sao resistentes a degradacéao.

HIF-1 & uma proteina heterodimérica composta de duas subuni-
dades: (i) uma beta (B) subunidade constitutivamente expressa também co-
nhecida como translocadora nuclear de aril hidrocarboneto (ARNT) (que é
repartida por outros fatores de transcrigéo relacionados (por exemplo, o re-
ceptor dioxil/aril hidrocarboneto (DR/AhRY)); e (ii) uma alfa (o) subunidade
(ver, por exemplo, Pedido internacional N> PCT/US96/10251 que descreve a
purificagao de afinidade recente e clonagem molecular de HiF-1a), cujo a-
camulo é regulado por um mecanismo pés-translacional tal que niveis altos

da alfa subunidade pode somente ser detectada durante condigdes hipoxi-



10

15

20

25

30

17

cas. Ambas subunidades sdo membros da familia (bHLH)-PAS de espiral-
lago-espiral basica de fatores de transcricdo. Estes dominios regulam liga-
cao de DNA e dimerizagdo. O dominio de transativagao reside no terminal C
da proteina. A regido basica consiste em aproximadamente 15 aminoacidos
predominantemente basicos responsaveis pela ligagao de DNA direta. Esta
regiao & adjacente a duas espirais o anfipaticas, separadas por um lago de
comprimento variavel, que forma a interface de dimerizagéo primaria entre
membros de familia (Moore, A. W., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:10436-41 (2000). O dominio PAS, que é denominado apés as primeiras
trés proteinas em que ele foi identificado (Per, ARNT e Sim), envolve 200-
300 aminoacidos contendo duas regides livremente conservadas, grande-
mente hidrofébicas de aproximadamente 50 aminoacidos, designadas PAS e
PAS B. A HIF-1a subunidade é instavel durante condicbes normoxicas, a
sobre-expressdo desta subunidade em células cultivadas sobre niveis de
oxigénio normais sendo capaz de induzir expressao de genes normalmente
induzidos por hipoxia. Uma estratégia alternativa seria modificar a HIF-1a
subunidade que.ndo é mais estabilizada por condigées normoxica e, portan-
to, seria mais potente sob uma faixa de condigdes de oxigénio. A substitui-
¢ao da regiao de terminal C (ou transativagéo) da proteina de fator induzivel
por hipoxia com um dominio de transativagao forte de uma proteina ativado-
ra transcricional tal como, por exemplo, Virus Herpes Simplex (HSV) VP16,
NF«kB ou fator de transcricao de levedura GAL4 e GCN4, é designada para
estabilizar a proteina sob condicdes normoxicas, e proporciona ativagao
transcricional constitutiva forte. Para estabilizar a proteina de fator induzivel
por hipoxia sob condigdes normoéxicas, e proporcionar ativagao transcricional
constitutiva forte, uma proteina de fusédo hibrida/quimérica consistindo dos
dominios de ligagdo de DNA e dimerizagdo de HIF-1a e o dominio de prote-
ina de transativagado de Herpes Simplex (HSV) VP16 foi construida. A admi-
nistragao deste hibrido/quimérico as células de um individuo, via terapia de
gene, induz a expressdo de genes normalmente regulados em resposta a
hipoxia (isto &, VEGF e similares). Um hibrido HIF-1a constitutivamente es-

tavel foi mostrado ser efetivo para tratamento de pacientes isquémicos (Pa-
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tentes dos Estados Unidos N°s 6.432.927 e 7.053.062, ambas das quais
sendo incorporadas aqui por referéncia em sua totalidade).

Membros da familia de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) estao entre os moduladores mais poderosos de biologia vascular.
Eles regulam vasculogénese, angiogénese, € manutengao vascular. VEGF165
é um tal membro da familia de VEGF que pode ser usado na presente in-
vengao.

A base molecular de atrofia muscular espinhal (SMA), uma en-
fermidade neuromuscular recessiva autossomal, € a perda homozigética do
gene 1 de neurénio motor de sobrevivéncia (SMN1). Uma copia quase idén-
tica do gene SNN1, denominada SMN2, modula a severidade da doenca. A
diferenca funcional entre ambos os genes &€ uma mutagéo translacionaimen-
te inativa que, contudo, rompe um intensificador de reparticdo exdnica fa-
zendo com que exon 7 salte em muitas transcricdes de SMN2. Somente
10% de transcrigdes de SMN2 codificam proteina de comprimento total fun-
cional idéntica a SMN1. A proteina de SMN desempenha um papel bem es-
tabelecido na montagem do "spliceosome”, e pode também mediar mRNA
que trafega no axénio e término do nervo de neurdnios.

CNTF (Fator neurotréfico ciliar) € uma neurocitoquina expressa
por células gliais em nervos periféricos e o sistema nervoso central. CNTF é
geralmente reconhecido por sua fungéo no suporte e sobrevivéncia de tipos
de célula ndo-neuronal e neuronal. Ver, por exemplo, Vergara, C e Ramirez,
B; Brain Res, Brain Res. Rev. 2004; 47: 161-73.

O ourigo sénico (Shh) controla processos de desenvolvimentos
importantes, incluindo sobrevivéncia de célula neuronal e glial.

A Eritropoietin (EPO) € um regulador importante de células pro-
genitoras eritréides. Contudo, é funcionalmente expresso no sistema nervo-
so, e foi reportada para ter efeitos neuroprotetores. Ver, por exemplo, Barte-
saghi, S., 2005. Neurotoxilogy, 26:923-8.

Lisil oxidase (LOX) oxida a cadeia lateral de peptidil lisina, con-
vertendo, desse modo, residuos de lisina em alfa-aminoadipico-delta-

semialdeido. Esta € uma mudanca pos-translacional que, por exemplo, ca-
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pacita a reticulagdo covalente das cadeias de componente de colageno e
elastina. Ela estabiliza os depésitos fibrosos destas proteinas na matriz ex-
tracelular. LOX pode também oxidar lisina dentro de uma variedade de pro-
teinas catidnicas, que sugerem que sua fungdo seja mais amplas do que
estabilizagdo ou a matriz extracelular. LOX é sintetizada como uma pre-
proteina; ela emerge da célula como pré-LOX, e é processada proteolitica-
mente a enzima ativa. Ver, por exemplo, Lucero, HA e Kagan, HM, Cell Mol.
Life Sci. 2006; 63(19-20):2304-16.

Progranulin (PGRN) é uma proteina pleiotropica que tem ganha-
do a atengdo da comunidade de neurociéncia com as descobertas recentes
de mutagdes no gene que causa degeneragao lobar fronto-temporal. PGRN
no sistema nervoso central &€ expressa por microglia e neurbnios, e desem-
penha um papel no desenvolvimento do cérebro. PGRN é também envolvida
em processos miuiltiplos de "modelagem de tecido, incluindo desenvolvimen-
to, reparo de ferimento e tumorogénese. PGRN é convertida em Granulin
(GRN) por enzimas elastase. Enquanto progranulin tem propriedades trofi-
cas, GRNs s30.mais semelhantes a mediadores inflamatorios. Estudos de
expressdo de gene de modelos de animal de doenga de SNC mostram um
aumento diferencial na PGRN combinada com ativagéo microglial e inflama-

¢30. A sugestdo que o aumento na expressdo de PGRN esta proximamente

relacionada a ativacdo microglial e neuro-inflamagédo. Além disso, a expres-

s3o de PGRN é aumentada na microglia aumentada em muitas doengas
neuro-degenerativas, incluindo doenga de neurdénio motor e doenga de Al-
zheimer. Estudos tém identificado mutagdes na PGRN como uma causa de
doencga neuro-degenerativa, e indicam a importancia de fungao de PGRN
para sobrevivéncia neuronal.

Prolactin e placenta lactogen: Oligodendrécitos, as ceélulas de
mielinagdo do SNC, continuam a serem geradas por células precursoras de
oligodendrécito (OPCs) através de toda idade adulta (Gensert and Goldman,
1997: Levison et al., 2006; Peters and Sethares, 2004), e s&o requeridas
para o reparo intrinseco de dano de mielina no SNC do adulto (Polito and
Reynolds, 2005). Os eventos fisiolégicos que modulam proliferagao de OPC
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e a regeneracao de novos oligodendrécitos de mielinagdo no SNC do adulto
sdo grandemente conhecidos.

Recentemente tem sido reportado que pacientes com Esclerose
Multipla, uma doenga de demielinagao, tém uma taxa de recidiva reduzida
durante o terceiro trimestre de gravidez sugerindo que os horménios influen-
ciam a geragao de oligodendrécito (Confavreaux et al., 1998; Voskuhl, 2003).
A remissdo em pacientes MS esta correlacionada com uma diminuigao no
numero e tamanho de lesdes de matéria branca ativa (van Walderveen et al.,
1994). Interessantemente, a gravidez em camundongos resulta em um au-
mento na geragdo de novos oligodendrécitos e no nimero de axdnios mieli-
nados dentro do SNC maternal (Gregg et al., 2007). Prolactin, um horménio
que serve de suporte durante o estagio final de gravidez, tem sido mostrado
como regular proliferagéo de OPC durante gravidez, e promove reparo de ma-
téria branca em camundongos fémeas virgens (Gregg et al, 2007).

Existe uma razdo para se acreditar que lactogem de placenta
humana (hPL), um horménio que também chega ao ponto maximo durante o
terceiro trimestre de gravidez (Selenkow et al., 1969), pode ter uma influén-
cia similar na geragéo de oligodendrocito. hPL tem um nimero de atividades
biolégicas que sdo quantitativamente similares ao horménio de crescimento
humano (hGH) e prolactin (Lesniak et al., 1977), e parece ser um regulador
maior de producdo de IGF-1 (Handwerger et al., 1992; Zimkeller, 2000;
Handwerger et al., 2000). Ambos hGH e IGF-1 foram mostrados serem esti-
muladores de mielinagdo no SNC do adulto (Carson et al., 1993; Peltwon et
al., 1977). Portanto, o tratamento de doengas do SNC envolvendo demieli-
nagado, tais como MS, ALS, derrame cerebral e dano da medula espinhal,
pode se beneficiar de injegao intraventricular de terapias baseadas em PRL
ou hPL de um rhPRL ou hPL que expressam vetor viral.

Ghrelin € um horménio gastrico que foi reconhecido em 1999
como um mediador de liberagao de horménio de crescimento. Ver, por e-
xemplo, Wu, JT et al., 2004. Ann. Surg. 239-464.

Neuroserpin é um membro da familia de inibidor de protease

serpin. Em certas condigbes do sistema nervoso central, neuroserpin pode
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desempenhar um pape! potencialmente neuroprotetor através do bloqueio
dos efeitos de tPA. Ver, por exemplo, Galliciotti, G e Sonderegger, P, 2006,
Front Biosci 11:33; Simonin, Y et al., 2006, J Neurosci; 26:10614; Miranda, E
and Lomas, DA, 2006, Cell Mol Life Sci 63:709.

Angiogenin € um membro da superfamilia de RNAse. Ela € um
constituinte normal de circulagao, mas tem sido também implicado como um
fator de risco em enfermidades de neurdnio motor.

Sem estar limitado a teoria, IGF-1 € uma proteina terapéutica
para o tratamento de ALS devido a suas muitas agdes em niveis diferentes
de neuraxis (ver Dore et al., Trends Neurosci, 1997, 20:326-331). No cére-
bro: E considerado reduzir ambas apoptose neuronal e glial, proteger neuro-
nios contra toxicidade induzida por ferro, colchicina, desestabilizadores de
calcio, peréxidos, e cotoquinas. E também considerado modular a liberagéo
de neurotransmissores acetilcolina e glutamato. E também considerado in-
duzir a expressao de neurofilamento, tublin e proteina basica mielin. Na me-
dula espinhal: IGF-1 é considerada modular atividade de ChAT e atenuar
perda de fenétipo colinérgico, aumentar o crescimento de neurdnio motor,
aumentar mielinagao, inibir demielinagéo, estimular proliferagéo de neurdnio
motor e diferenciagao de células precursoras, e promover divisdo de célula
de Schwann, maturagdo e crescimento no musculo: IGF-1 & considerado
induzir formagao de grupo de receptor acetilcolina na jungéo neuromuscular,
e aumentar fungdo neuromuscular e resisténcia de musculo.

O nivel de expressdo de transgene em células eucaribticas €
grandemente determinado pelo promotor transcricional dentro do cassete de
expressao transgene. Os promotores que mostram atividade de longo prazo
e sao especificos de tecido e mesmo especificos de célula sao usados em
algumas concretizagdes. Exemplos néao-limitativos de promotores incluem,
mas nao estio limitados a, o promotor de citomegalovirus (CMV) (Kaplitt et
al., (1994) Nat. Genet. 8:148-154), promotor -3 globin CMV/humano (man-
del et al. (1998) J. Neurosci. 18:4271-4284), promotor de GFAP (Xu et al.
(2001) Gene Ther. 8:1323-1332), o promotor 1.8 kb de enolase especifica de
neurdnio (NSE) (Klein et al. (1998) Exp. Neurol. 150:183-194), promotor beta
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actin de galinha (CBA) (Miyazaki (1989) Gene 79:269-277), o promotor -
glucuronidase (GUSB) (Shipley et al. (1991) Genetics 10:1009-1018), e pro-
motores de ubiquitin, tais como aqueles isolados de ubiquitin A humano, ubi-
quitin B humano, e ubiquitin C humano, conforme descrito na Patente dos
Estados Unidos N° 6.667.174. Para prolongar expressao, outros elementos
regulatérios podem adicionalmente serem operavelmente ligados ao trans-
gene, tais como, por exemplo, o Elemento Pés-Regulatério De virus de He-
patite de Woodchuck (WPRE) (Donello et al. (1998) J. Virol. 72:5085-5092),
ou o local de polialdenilagao de hormdnio de crescimento bovino (BGH).

Para algumas aplicagdes de terapia de gene do SNC, pode ser
necessario controlar a atividade transcricional. Para esta finalidade, a regu-
lagao farmacoldgica de expressédo de gene com vetores virais pode ser obti-
da pela inclusdo de varios elementos regulatorios e promotores responsivos
ao farmaco, conforme descrito, por exemplo, em Haberma et al. (1998) Gene
Ther. 5:1604-16011; e Ye et al. (1995) Science 283:88-91.

Em certas concretizagdes, a concentragdo ou titulagédo do vetor
na composicédo é pelo menos: (a) 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou 50 (x10"2
gl/ml); (b) 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou 50 (x10° tu/ml); ou (c) 5, 6, 7, 8, 9,
10, 15, 20, 25 ou 50 (x10"° iu/ml).

Em um aspecto, o transgene codifica uma molécula biologica-
mente ativa, expressdo da qual no SNC resulta em pelo menos corregao
parcial de neuropatologia e/ou estabilizagdo de progressdo de doenga. Em
algumas concretizagdes, o produto de transgene terapéutico € uma proteina
IGF-1 que alivia e/ou previne os sintomas de ALS. Ver Roaul et al. (2005)
Nat. Med. 11(4):423-428 e Ralph et al. (2005) Nat. Med. 11(4):429-433. Em
outros aspectos, dois transgenes sao codificados, por exemplo, IGF-1 e
VEGF, expressdo do qual no SNC resulta em pelo menos corregéo parcial
de neuropatologia, tal como alivio e/ou preservagéo e/ou estabilizagao e/ou
reducédo da progressao dos sintomas de ALS.

Em um aspecto, quando se realiza estes métodos, o transgene
expressa uma quantidade terapéutica de fator-1 de crescimento de insulina
(IGF-1), calbindin D28, parvalbumin, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, SMN-1,
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SMN-2, CNTF (Fator neurotréfico ciliar), ourigo sénico (shh), eritropoietin
(EPQ), lisil oxidase (LOX), progranulin, prolactin, ghrelin, neuroserpin, angio-
genin, e placenta lactogen.

Para identificagdo de estruturas no cérebro humano, ver, por e-
xemplo, The Human Brain: Surface, Three-Dimensional Sectional Anatomy
With MRI, and Blood Supply, 2nd sd., eds. Deuteron et al., Springer Vela,
1999; Atlas of the Human Brain, eds. Mai et al., Academic Press; 1997; e Co-
Planar Stereotaxic Atlas of the Human Brain: 3-Dimensional Proportional
System: An Approach to Cerebral imaging, eds. Tamarack et al., Thyme Me-
dical Pub., 1088. Para identificagio de estruturas no cérebro de camundon-
go, ver, por exemplo, The Mouse Brain in Steroataxic Coordinates, 2nd ed.,
Academic Press, 2000.

Para distribuir a solugdo ou outra composigdo contendo o vetor
viral especificamente a uma regiéo particular do sistema nervoso central, tal
como a um ventriculo particular, por exemplo, aos ventriculos laterais, ou ao
quarto ventriculo do cérebro, ela pode ser administrada por microinjegao es-
tereotaxica. Por.exemplo, no dia da cirurgia, os pacientes terdo a base de
estrutura esterotaxica fixada no lugar (aparafusada na cabega). O cerebro
com base de estrutura estereotaxica (MRI-compativel com marcacgdes fidu-
ciarias) sera fotografado usando-se MRI de alta resolugdo. As imagens de
MRI serao, em seguida, transferidas para um computador que funciona com
software estereotaxico. Uma série de imagens coronais, sagitais e axiais
sera usada para determinar o local alvo de injegao de vetor, e trajetéria. O
software translada diretamente a trajetdria nas coordenadas tridimensionais
apropriadas para a estrutura estereotaxica. Furos de broca sao perfurados
acima do local de entrada, e o aparelho estereotaxico localizado com a agu-
lha implantada na dada profundidade. A solugdo de vetor em um veiculo
farmaceuticamente aceitavel sera entao injetada. Rotas adicionais de admi-
nistragdo podem ser usadas, por exemplo, aplicagéo cortical superficial sob
visualizagao direta, ou outra aplicagdo nao-estereotaxica.

Um modo de distribuir o vetor viral € usar uma bomba. Tais

bombas sdo comercialmente disponiveis, por exemplo, de Alzet (Cupertino,
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CA) ou Medtronic (Minneapolis, MN). A bomba pode ser implantavel. Outro
modo conveniente de administrar o vetor &€ usar uma canula ou cateter.

A invengao objeto proporciona métodos para modular, corrigir ou
aumentar a fungdo motora em um individuo afligido com dano neuronal mo-
tor. Para a proposta de ilustragdo somente, o individuo pode sofrer de uma
ou mais de esclerose lateral amitrofica (ALS), atrofia muscular bulbar espi-
nhal, atrofia muscular espinhal, ataxia cerebelar espinhal, esclerose lateral
primaria (PLS), ou dano traumatico da medula espinhal.

Sem estar limitado a teoria, a patologia associada com dano de
neurénio motor pode incluir degeneragao de neurdnio motor, gliose, anorma-
lidades de neurofilamento, perda de fibras mielinadas em tratos corticoespi-
nhal e raizes ventrais. Dois tipos de ataque sao reconhecidos: ataque bulbar,
que afeta os neurdnios motores da haste do cérebro, (afeta os musculos fa-
ciais, fala e engolimento); e ataque de membro, que afeta os neurénios mo-
tores da medula espinhal, é refletido por espasmodicidade, fraqueza genera-
lizada, atrofia muscular, paralisia, e falha respiratéria. Em ALS, os individuos
tém ambos ataque bulbar e de membro. Em PLS, os individuos tém ataque
bulbar.

A capacidade de organizar e executar atos motores complexos
depende dos sinais a partir das dreas motoras no coértex motor. Os coman-
dos motores corticais descendem em dois tragos. As fibras corticobulares
controlam o nucleo motor na base do cérebro que move os musculos faciais,
e as fibras corticoespinhais controlam os neurdnios motores espinais que
enervam os musculos do tronco e membro. O cortex cerebral também influ-
encia indiretamente a atividade motora espinhal pela agao nas trajetorias de
base do cérebro descendentes.

O cértex motor primario assenta no giro pré-central na area de
Broadmann (4). Os axdnios dos neurdnios corticais que se projetam para a
medula espinhal funcionam juntos no trato corticoespinhal, um feixe massivo
de fibras contendo cerca de 1 milhdo de ax6nios. Cerca de um terco destes
se originam do giro pré-central do I6bulo frontal. Outro terco se origina da

area 6. O restante se origina nas areas 3, 2 e 1 no cortex sensorial somatico
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e regula transmissdo de entrada aferente através do tentaculo dorsal.

As fibras corticoespinhais funcionam juntas com fibras cortico-
bulbares através do membro posterior da capsula interna para alcangar a
porgéo ventral do cérebro médio. Elas se separam nas pontes em pequenos
feixes de fibras que percorrem entre o nicleo de pontino. Elas se reagrupam
na medula para formar a piramide medular. Cerca de trés quartos das fibras
corticoespinhais cruzam a linha média na interceptagao piramidal na jungao
da coluna medular e espinhal. As fibras cruzadas descendem na parte dorsal
das colunas laterais (coluna dorsolateral) da coluna espinhal, formando o
trato corticoespinhal lateral. As fibras ndo-cruzadas descendem nas colunas
ventrais como o trato corticoespinhal ventral.

As divisoes lateral e ventral do trato corticoespinhal terminam em
cerca de as mesmas regides de matéria cinza espinhal e sistemas medianos
da haste do cérebro. O trato corticoespinhal lateral se projeta principalmente
para o nucleo motor na parte lateral do tentaculo ventral e para interneurd-
nios na zona intermediaria. O trato corticoespinhal ventral se projeta bilate-
ralmente para a coluna de célula ventromedial e para as porgoes de uniao
das zonas intermediarias que contém neurénios motores que inervam OS
musculos axiais.

Se desejado, a estrutura de cérebro humano pode estar correla-
cionada a estruturas similares no cérebro de outro mamifero. Por exemplo,
muitos mamiferos, incluindo seres humanos e roedores, mostram uma orga-
nizagdo topografica similar das projegdes entorinal-hipocampo, com neurd-
nios na parte lateral de ambos cortex lateral e medial entorinal que se proje-
tam para a parte dorsal ou pélo septal do hipocampo, pelo que a projecao ao
hipocampo ventral se origina principalmente a partir dos neurdnios nas par-
tes medianas do cortex entorinal (Principles of Neural Science, 4th ed., eds.
Kandel et al., McGraw-Hill, 1991; The Rat Nervous System, 2nd ed., ed. Pa-
xinos, Academic Press, 1995). Além disso, células de camada Il do cortex
entorinal se projetam para o giro dentado, e elas terminam nos dois tercos
externos da camada molecular do giro dentado. Os axénios das células de

camada |l se projetam bilateralmente para as areas cornu ammonis CA1 e
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CA3 do hipocampo, terminando na camada molecular stratum lacunose.

Em um aspecto, os métodos descritos incluem administrar ao
SNC de um individuo afligido um vetor viral neurotréfico transportando um
transgene que codifica um produto terapéutico, e permitindo que o transgene
seja expresso dentro do SNC perto do local de administragédo a um nivel su-
ficiente para exercer um efeito terapéutico conforme a proteina expressa €
transportada via o SSF através de todo SNC. Em adigéo, o vetor pode com-
preender um polinucleotideo que codifica uma molécula biologicamente ativa
efetiva para tratar a enfermidade do SNC. Tais moléculas biologicamente
ativas podem compreender peptideos incluindo, mas nao limitados a, ver-
sbes nativas ou mudadas de proteinas de comprimento total, versdes nati-
vas ou mudadas de fragmentos de proteina, polipeptideos sintéticos.

Em uma concretizagao ilustrativa, a administragdo é efetuada
por injecao direta de uma solugdo de vetor de alta titulagdo em um ou mais
dos espagos ventriculares do cérebro, tais como o ventriculo lateral de um
individuo ou paciente. Por exemplo, a administragédo é por injegcédo de massa
direta em um ou mais ventriculos do cérebro, tais como os ventriculos late-
rais e quarto ventriculos.

Em algumas concretizagdes, os métodos compreendem admi-
nistragdo de um vetor neurotréfico de alta titulagao transportando um trans-
gene terapéutico de modo que o produto transgene € expresso em um nivel
terapéutico em um primeiro local dentro do SNC distal ao altimo local de a-
¢ao do produto expresso. Em algumas concretizagoes, a titulagao viral da
composigcao é pelo menos: (a) 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou 50 (x1012
gp/ml); (b) 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou 50 (x10° tu/ml); ou (c) 5, 6, 7, 8, 9,
10, 15, 20, 25 ou 50 (x10'° iu/ml).

Em camundongos experimentais, o volume total de solugao de
AAV injetada esta, por exemplo, entre 1 a 20 pl. Para outros mamiferos, in-
cluindo o cérebro humano, volumes e taxas de distribuigdo estdo apropria-
damente em escala. Por exemplo, tem sido demonstrado que volumes de
150 ul podem ser seguramente injetados no cérebro de primata (Janson et
al. (2002) Hum. Gene Ther. 13:1391-1412). O tratamento pode consistir em
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uma injecdo simples por local alvo, ou pode ser repetido em um ou mais
ventriculos. Ventriculos adequados incluem os ventriculos laterais, terceiro
ventriculo, e quarto ventriculo. Locais de injegdo multiplos podem ser usa-
dos. Por exemplo, em algumas concretizagbes, em adigao ao primeiro local
de administragdo, uma composicdo contendo um vetor viral transportando
um transgene & administrada a outro local que pode ser contralateral ou ipsi-
lateral ao primeiro local de administragdo. Injegbes podem ser simples ou
multiplas, unilaterais ou bilaterais.

Preparacdes de AAV de alta titulagdo podem ser produzidas u-
sando-se técnicas conhecidas na técnica, por exemplo, conforme descrito na
Patente dos Estados Unidos N° 5.658.776 e Viral Vectors for Gene Therapy:
Methods and Protocols, ed. Machida, Humana Press, 2003.

Os exemplos seguintes proporcionam concretizagées ilustrativas
da invengao. Um técnico versado na técnica reconhecera as nhumerosas mo-
dificagdes e variagdes que podem ser realizadas sem alterar o espirito ou
escopo da presente invengédo. Tais modificagdes e variagbes estao envolvi-
das dentro do escopo da invengdo. Os exemplos, de qualquer modo, nao
limitam a invengao.

EXEMPLOS

Titulacido de Vetores Recombinantes

Titulagdes de vetor AAV sdo medidas de acordo com o nimero
de copia de genoma (particulas de genoma por mililitro). As concentragdes
de particula de genoma s&o baseadas no Tagman® PCR do DNA do vetor
conforme anteriormente reportado (Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther.,
10:1031-1039; Veldwijk et al. (2002) Mol. Ther., 6:272-278).

Os vetores conduzindo um gene marcador ensaiavel como a 3-
galactosidase (Lac Z), ou gene de proteina fluorescente verde (GFP), podem
ser titulados usando-se um ensaio de infectividade. Células susceptiveis (por
exemplo, células HeLa ou COS) s&o transduzidas com o AAV, e um ensaio &
realizado para determinar expressdo de gene tal como manchamento de
células transduzidas por vetor de B-galactosidase com X-gal (5-bromo-

4cloro-3-indolil- B-galactosidase), ou microscopia de fluorescéncia para célu-
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las transduzidas por GFP. Por exemplo, o ensaio é realizado conforme se-
gue: 4 x 10* células Hela s&o colocadas em cada uma de uma placa de cul-
tura de 24 cavidades usando-se meio de crescimento normal. Apos fixagao,
isto &, cerca de 24 horas mais tarde, as células sao infectadas com Ad tipo 5
em uma multiplicidade de infecgao (MOI) de 10, e transduzidas com diluigoes
em série do vetor acondicionado, e incubadas a 37°C. Um a trés dias mais
tarde, antes dos efeitos citopaticos extensivos serem observados, o ensaio
apropriado é realizado nas células (por exemplo, manchamento com X-gal, ou
microscopia de fluorescéncia). Se um gene informante, tal como B3-
galactosidase é usado, as células sdo fixadas em 2% de paraformaldeido,
0,5% de glutaraldeido, e manchadas para atividade de f3-galactosidase usan-
do-se X-gal. As diluigdes do vetor que sdo células bem separadas sao conta-
das. Cada célula positiva representa 1 unidade de transdug&o (tu) de vetor.

Modelo Terapeuticamente Relevante de Esclerose Lateral Amiotréfica

A esclerose lateral amiotréfica (ALS) € uma doenga neurodege-
nerativa fatal que é caracterizada por uma perda seletiva de neurénios moto-
res no cortex, haste do cérebro e medula espinhal. A progresséo da doenga
pode conduzir a atrofia de membro, misculos axiais e respiratorios. A morte
da célula de neurdnio motor &€ acompanhada por gliose reativa, anormalidades
de neurofilamento, e uma perda significante de fibras mielinadas grandes nos
tratos corticoespinhais e raizes ventrais'®. Embora a etiologia de ALS seja
pobremente compreendida, o acumulo de evidéncia indica que ALS esporadi-
ca (SALS) e familiar (FALS) compartilham muitas caracteristicas patoloégicas
similares, proporcionando, desse modo, uma esperanga que O estudo de
qualquer forma conduzird a um tratamento comum’. FALS monta em aproxi-
madamente 10% dos casos diagnosticados, dos quais 20% estéo associados
com mutagdes dominantemente inerentes em Cu/Zn superéxido dismutase
(SOD1)%. Os camundongos transgénicos que expressam a proteina SOD1
humana mutante (por exemplo, camundongos SOD1%***) recapitulam muitas
caracteristicas patolégicas de ALS, e sd&o um modelo de animal disponivel
para estudar ALS®. Para SALS, uma miriade de mecanismos patolégicos im-

plica como a causa essencial, incluindo citotoxicidade induzida por glutamato,
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exposi¢ao a toxina, disfungio de proteasome, dano mitocondrial, desorgani-
zagao de neurofilamento, e perda de suporte neurotrofico'® .

Até aqui ndo existe terapia efetiva para o tratamento de ALS. Fa-
tores neurotréficos, tais como fator 1 de crescimento de insulina (IGF-1), fo-
ram investigados extensivamente por sua utifidade no tratamento de ALS.
Distribuigao intracranial de vetores virais as regides do SNC que estao inter-
ligadas com haste do cérebro e neurdnios motores espinhais, via o SNC,
proporciona um meio de administrar terapéuticos potenciais, tais como IGF-
1, as areas que, de outro modo, seriam dificeis de alvejar através dos meios
da técnica anterior.

Sem estar limitado pela teoria, IGF-1 € uma proteina terapéutica
para o tratamento de ALS devido as suas muitas a¢gdes em niveis diferentes
de neuraxis (ver, Dore et al., Trends Neurosci, 1997, 20:326-331). No cére-
bro: E considerado reduzir ambas apoptose neuronal e glial, proteger neuro-
nios contra toxicidade induzida por ferro, colchicina, desestabilizadores de
calcio, peroxidos, e citoquinas. E também considerado modular a liberagdo
de neurotransmissores acetilcolina e glutamato. E também considerado in-
duzir a expressao de neurofilamento, tublin e proteina basica mielin. Na me-
dula espinhal: IGF-1 é considerada modular atividade de ChAT e atenuar
perda de fenétipo colinérgico, aumentar o crescimento de neurdnio motor,
aumentar mielinacao, inibir demielinagéo, estimular proliferagdo de neurénio
motor e diferenciagdo de células precursoras, e promover divisdo de célula
de Schwann, maturacdo e crescimento no musculo: IGF-1 é considerado
induzir formagao de grupo de receptor acetilcolina na jungéo neuromuscular,
e aumentar fungédo neuromuscular e resisténcia de musculo. Nos seguintes
experimentos, a forma de IGF-1Ea da proteina foi utilizada.

Exemplo 1: Distribuicdo intracerebroventricular de AAV4-IGF-1

Foram conduzidos experimentos para determinar se distribuigao
intraventricular de AAV4-IGF-1 conduz a (1) extensdo significante de vida
breve; (2) desempenho aperfeicoado nas tarefas de resisténcia de rotarod e
agarre; e (3) neuropatologia reduzida (isto &, alivio na gliose e sobrevivéncia

de neurdnio motor aperfeigoada) na haste do cérebro e medula espinhal.
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Camundongos SOD1 sintomaticos (isto €, 90 dias de idade) fo-
ram tratados ou com vetor de controle AAV4-IGF-1 ou AAV4-Bgal (Bgal &
também referido como Lac Z). Para cada camundongo, vetores foram injeta-
dos em ambos o ventriculo lateral (A-P: -.3 de bregma, M-L-1.0 de bregma,
D-V:-2.0 de dura, barra incisora:0.0) e o 4° ventriculo (A-P: -5.90 de bregma,
M-L:0.0 de bregma, D-V:-2.9 de dura, barra incisora:0.0) usando-se uma es-
trutura estereotaxica. Os vetores foram distribuidos com uma seringa Hamil-
ton de 10 pl a uma taxa de 0,5 pl/minuto por um total de 1,80 x 10'° copias
de genoma por ventriculo. O volume de injegdo final foi 10 pl/ventriculo. Na
idade de 110 dias ou no estagio final, 4 camundongos de cada grupo de tra-
tamento foram sacrificados para manchamento de analise histolégica (isto €,
GFAP (proteina fibrilarmente acidica glial) e contagens de MN na haste do
cérebro e medula espinhal). Os pontos finais que foram avaliados incluem
analise de sobrevivéncia, rotarod, e testes de resisténcia de agarre de mem-
bro posterior de membro anterior, € massa corpérea.

Teste de fungdo motora usando um dispositivo de rotarod e Me-
didor de Resisténcia de Agarre (Columbus Instruments, Columbus, OH) po-
de comecar em 70 dias de idade. Cada segdo semanal pode consistir em trés
ensaios no comego de rotarod de aceleragéo elevada a 5 rpm/min. O tempo
que cada camundongo permanece na haste pode ser registrado automatica-
mente. O teste de medicdo de resisténcia de agarre pode ser realizado permi-
tindo-se que os animais se agarrem a uma plataforma, seguido pelo puxa-
mento do animal até que ele se libere da plataforma: a medi¢do da forca &
registrada em quatro ensaios separados. O comego de fraqueza relacionada a
doenca ¢é definido quando um membro posterior revela fraqueza muscular e
arraste do membro no rotarod, conforme avaliado por dois observadores in-
dependentes. Para determinar a mortalidade em um modo seguro € humano,
foi usado um ponto final artificial definido pela inabilidade de camundongos
corrigi-lo 30 segundos apos serem colocados em suas laterais.

A distribuicdo intracerebroventricular de AAV4-IGF-1 resultou em
uma extensao significante de vida breve em camundongos SOD1 conforme

comparado a camundongos que receberam AAV4-Bgal como um vetor de
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controle. Os camundongos que recebem AAV4-IFG-1 tinham um tempo de
sobrevivéncia médio de 141,5 dias conforme comparados a um tempo de
sobrevivéncia médio de 121 dias em camundongos tratados com AAV4-Bgal
(Figura 1). Camundongos SOD1 tratados com AAV4-IGF-1 tinham efeitos
funcionais aperfeigoados conforme medidos por teste de Rotarod, resistén-
cia de agarre de membro anterior, e resisténcia de agarre de membro poste-
rior, conforme comparados a camundongos tratados de controle. Os resuita-
dos sao mostrados nas Figuras 1-5.

A avaliagao histolégica de GFAP, que € um marcador de gliose e
uma marca patolégica de ALS, demonstra que astrogliose foi significante-
mente reduzida em camundongos tratados com AAV4-IGF1 conforme com-
parados a camundongos de controle tratados com AAV4-Bgal. Esta redugao
foi observada em ambas a regido de haste do cérebro do SNC (por exemplo,
nacleo trigeminal, nucleo facial, nacleo hipoglossal; Figura 6), e a medula
espinhal ventral (por exemplo, cervical, toracica, lombar, sacral; Figura 7).

A avaliagao histolégica de niveis de nitrotirosina, que &€ um mar-
cador de peroxinitrito € um marcador pataloégico associado com ALS, de-
monstrou que niveis de nitrotirosina foram significantemente reduzidos em
camundongos tratados com AAV4-IGF1 conforme comparados a camun-
dongos de controle com AAV4-Bgal. Esta redugéo nos niveis de nitrotirosina
foi observada através de toda medula espinhal, por exemplo, regides cervi-
cal, toracica, lombar e sacral (Figura 8).

Exemplo 2: Distribuicdo intracerebroventricular de AAV4-IGF-1 e AAV4-GFP

Camundongos SOD1 sintomaticos (isto €, 88-90 dias de idade)

foram tratados, ou com vetor AAV4-IGF-1, ou AAV4-GFP, via injecao intra-
cerebroventricular do vetor em ambos o ventriculo lateral e o 4° ventriculo.
Os camundongos receberam uma dose de 2 e 10 gc/ventriculo. Proteina
fluorescente verde foi utilizada como uma proteina de controle, que capaci-
tou a visualizacao de expressdo mediada pela injegéo dos vetores AAV.

Os pontos finais avaliados incluiram sobrevivéncia, teste de rota-
rod, resisténcia de agarre (membro posterior € membro anterior), contagens

de célula de neurdnio motor, distribuicao de proteina GFP, niveis de proteina
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fibrilarmente acidica glial (GFAP), niveis de nitrotirosina, e RT-PCR para
medir distribuicéo viral dentro do SNC. Em uma idade de 110 dias ou no es-
tagio final, camundongos de cada grupo de tratamento foram sacrificados
para analise adicional. Os niveis de proteina fibrilarmente acidica glial
(GFAP) foram avaliados histologicamente. GFAP é um marcador de gliose,
que é uma marca patolégica de ALS. Os niveis de nitrotirosina foram avalia-
dos histologicamente; nitrotirosina € um marcador de peroxinitrila.

A distribuicao intracerebroventricular de AAV4-IGF-1 resultou em
uma extensao significante de vida breve em camundongos SOD1 conforme
comparado a camundongos que receberam AAV4-GFP como um vetor de
controle. Os camundongos SOD1 tratados com AAV4-IFG-1 tinham efeitos
funcionais aperfeicoados conforme medidos por teste de Rotarod, resistén-
cia de agarre de membro anterior, e resisténcia de agarre de membro poste-
rior, conforme comparados a camundongos tratados de controle.

A visualizagdo de expressdo de proteina fluorescente verde
(GFP) em camundongos que tinham sido tratados com AAV4-GFP indicou
que GFP foi distribuido através de toda camada de ceélula ependimal do sis-
tema ventricular. Por exemplo, GFP foi visualizado nos ventriculos laterais
anteriores, nos ventriculos laterais, e no quarto ventriculo (Figura 9). GFP foi
também visualizado no plexo cordide do sistema ventricular e na camada de
célula ependimal do canal central da medula espinhal (incluindo as regides
cervicais, toracicas e lombares) (Figura 10).

RT-PCR para o vetor AAV4-IGF-1 demonstrou que o vetor esta-
va presente no cortex, haste do cérebro, e medula espinhal, seguindo distri-
buicao intraventricular (Figura 11A).

Exemplo 3: Distribuicdo intracerebroventricular de AAV4-VEGF e AAV4-GFP

Camundongos SOD1 sintomaticos (isto €, 88-90 dias de idade)
foram tratados, ou com vetor AAV4-VEGF-165, ou AAV4-GFP, via injecéo

intracerebroventricular do vetor em ambos o ventriculo lateral e o 4° ventri-

culo. Os camundongos receberam uma dose de 2 e 10 gc/ventriculo. Protei-
na fluorescente verde foi utilizada como uma proteina de controle, que capa-
citou a visualizagao de expressao mediada pela injegéo dos vetores AAV.
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Os pontos finais avaliados incluiram sobrevivéncia, teste de ro-
tarod, resisténcia de agarre (membro posterior e membro anterior), e RT-
PCR, para medir distribuigao viral dentro do SNC.

A distribuicdo intracerebroventricular de AAV4-VEGF resultou
em uma extensdo significante de vida breve em camundongos SOD1 con-
forme comparado a camundongos que receberam AAV4-GFP como um ve-
tor de controle. Os tempos de sobrevivéncia médios para camundongos que
receberam AAV4-VEGF foi 140 dias, pelo que os tempos de sobrevivéncia
médios para camundongos que receberam AAV4-GFP foi 120 dias (Figura
12).

Os camundongos SOD1 tratados com AAV4-VEGF tinham efei-
tos funcionais aperfeicoados conforme medidos por teste de Rotarod, resis-
téncia de agarre de membro anterior, e resisténcia de agarre de membro
posterior, conforme comparados a camundongos tratados de controle.

A distribuigdo intraventricular de AAV4-VEGF nao influenciou a
massa corpoérea nos camundongos SOD1.

RT-PCR para o vetor AAV4-IGF-1 demonstrou que o vetor esta-
va presente no cortex, haste do cérebro, e medula espinhal, seguindo distri-
buicao intraventricular (Figura 11B).

O relatério descritivo € mais totalmente compreendido a luz dos
ensinamentos das referéncias citadas dentro do relatério descritivo. As con-
cretizagdes dentro do relatério descritivo proporcionam uma ilustragao de
concretizagdes da invencgéo, e ndo devem ser construidas para limitar o es-
copo da invengdo. O técnico no assunto reconhecera prontamente que mui-
tas outras concretizacées estéo envolvidas pela inven¢éo. Todas as publica-
coes, patentes e sequéncias bioldgicas citadas nesta descrigao séo incorpo-
radas por referéncia em sua totalidade. Para a extensédo que o material in-
corporado por referéncia contradiz ou é consistente com o presente relatério
descritivo, o presente relatério descritivo concedera qualquer tal material. A
citagao de quaisquer referéncias aqui ndo é uma admissao que tais referén-
cias sao técnica anterior a presente invengao.

A menos que de outro modo indicado, todos os numeros que
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expressam quantidades de ingredientes, cultura de célula, condigdes de tra-
tamento, e assim por diante no relatério descritivo, incluindo reivindicagoes,
sd0 para serem compreendidos como sendo modificados em todos os e-
xemplos pelo termo "cerca de". Consequentemente, a menos que de outro
modo indicado ao contrario, os paradmetros numéricos sdo aproximagoes, e
podem depender muito das propriedades desejadas imaginadas para serem
obtidas pela presente invengdo. A menos que de outro modo indicado, o
termo "pelo menos" que precede uma série de elementos é para ser com-
preendido para se referir a todo elemento na série. Aqueles técnicos no as-
sunto reconhecerdo, ou serdo capazes de determinar usando ndo mais do
que experimentagao de rotina, muitos equivalentes as concretizagdes espe-
cificas da invencdo aqui descrita. Tais equivalentes sao pretendidos para
serem envolvidos pelas reivindicagées que se seguem.

Tabela 1: Pares de gene potenciais para uso em um vetor viral
recombinante

Gene IGF-1 | calbindin D28 | Parvalbumin | HIFl-alfa SIRT-2 | C

IGF-1 X

calbindinin D28

parvalbumin

HiFl-alfa

SIRT-2

VEGF

SMN-1

SMN-2

CNTF

shh

EPO

LOX

progranulin

prolactin

placenta iactogen

| ghrelin

angiogenin

5|13 DX | XX X xxxxxxxxg
=

5| D¢ DI D[] X[ > XX XX X X XX
><[ D] D] D[ D] > X< | > [ ] <] ||| X[ X[ X
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Tabela 2: Pares de gene potenciais para uso em um vetor viral
recombinante

Gene progranulin | prolactin | placenta lactogen | ghrehlin Angiogenin
IGF-1 X X X X X
calbindinin D28 X X X X X
parvalbumin X X X X X
HIFl-alfa X X X X X
SIRT-2 X X X X X
VEGF X X X X X
SMN-1 X X X X X
SMN-2 X X X X X
CNTF X X X X X
Shh X X X X X
EPO X X X X X
LOX X X X X X
progranulin X X X X
prolactin X X X X
placenta lactogen X X X X
ghrelin X X X X
angiogenin X X X X
neuroserpin X X X X X

Tabela 3: Pares de gene potenciais para uso em um vetor viral
recombinante

Gene .| shh

<
m
)

F | SMN1 SMN-2 | Neuroserpin

IGF-1

calbindinin D28

parvalbumin

HIFI-alfa

SIRT-2

VEGF

XXX X X[ X[ X

SMN-1

SMN-2

CNTF

shh

EPO

LOX
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prolactin

placenta lactogen

| ghrelin
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angiogenin
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REIVINDICAGOES

1. Método para distribuir um produto transgene a medula espinal
em um individuo, compreendendo:
administrar um vetor viral neurotréfico recombinante compreendendo referi-
do transgene a pelo menos um ventriculo do cérebro, pelo que referido
transgene é expresso, e o produto de proteina expresso é distribuido a me-
dula espinal.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, no qual o vetor viral
é um vetor AAV.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o vetor viral
é um vetor AAV4.

4. Método, de acordo com a reivindicagéo 1, no qual o transgene
é IGF-1.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 1, no qual o vetor viral
& administrado por injegao direta em um ventriculo do cérebro.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 1, no qual o vetor viral
& administrado por injegdo direta em um ventriculo lateral do cérebro.

7. Método, de acordo com a reivindicagéo 1, no qual o vetor viral
€ administrado por injecao direta no quarto ventriculo do cérebro.

8. Método, de acordo com a reivindicagéo 1, no qual o individuo
tem esclerose lateral amiotrofica.

9. Método para distribuir IGF-1 & medula espinal em um indivi-
duo tendo esclerose lateral amiotréfica, compreendendo:

administrar um vetor viral AAV4 recombinante compreendendo
um transgene que codifica IGF-1 a pelo menos um ventriculo do cérebro se-
lecionado a partir do grupo consistindo em um ventriculo lateral e o quarto
ventriculo, pelo que referido transgene € expresso, € IGF-1 é distribuido a
medula espinal.

10. Método para tratar um enfermidade neuro motora em um
individuo, compreendendo:

administrar um vetor viral neurotréfico recombinante compreen-

dendo um transgene terapéutico a pelo menos um ventriculo do cérebro,
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pelo que referido transgene em uma quantidade terapeuticamente efetiva.

11. Método, de acordo com a reivindicagéo 10, no qual o vetor
viral € um vetor AAV.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, no qual o vetor
viral € um vetor AAV4.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 10, no qual o trans-
gene é IGF-1.

14. Método, de acordo com a reivindicagéo 10, no qual o vetor
viral & administrado por injecédo direta em um ventriculo do cérebro.

15. Método, de acordo com a reivindicagéo 10, no qual o vetor
viral & administrado por injegao direta em um ventriculo lateral do céerebro.

16. Método, de acordo com a reivindicagao 10, no qual o vetor
viral € administrado por injegéo direta no quarto ventriculo do cérebro.

17. Método, de acordo com a reivindicagéo 10, no qual o indivi-
duo tem esclerose lateral amiotrofica.

18. Método para tratar esclerose lateral amiotrofica em um indi-
viduo, compreendendo administrar um vetor viral AAV4 recombinante com-
preendendo um transgene IGF-1 a pelo menos um ventriculo do cérebro se-
lecionado a partir do grupo consistindo em um ventriculo lateral e o quarto
ventriculo, pelo que referido transgene € expresso em uma quantidade tera-
peuticamente efetiva.

19. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou 10, no qual refe-
rido transgene é selecionado a partir do grupo consistindo em fator-1 de
crescimento de insulina (IGF-1), calbindin D28, parvalbumin, HIF 1-alfa,
SIRT-2, VEGF, SMN-1, SMN-2, CNTF (Fator neurotréfico ciliar), ourigo soéni-
co (shh), eritropoietin (EPO), lisil oxidase (LOX), progranulin, prolactin, ghre-
lin, neuroserpin, angiogenin, e placenta lactogen.

20. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 10, no qual o
individuo tem uma condicédo selecionada a partir do grupo consistindo em
esclerose lateral amiotrofica (ALS), atrofia muscular bulbar espinhal, ataxia
cerebelar espinhal, atrofia muscular espinhal, e dano traumatico da medula

espinal.
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21. Método, de acordo com a reivindicagéo 1 ou 10, no qual refe-
rido individuo € um mamifero.

22. Método, de acordo com a reivindicagao 21, no qual referido
mamifero é selecionado a partir do grupo consistindo em roedor, uma muri-
na, um simio, e um ser humano.

23. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 10, no qual refe-
rido individuo € um paciente humano.

24. Método, de acordo com a reivindicagdo 23, no qual referido
paciente humano subexpressa uma quantidade efetiva de uma proteina se-
lecionada a partir do grupo consistindo em fator-1 de crescimento de insulina
(IGF-1), calbindin D28, parvalbumin, HIF 1-alfa, ourigo sénico (shh), eritropoi-
etin (EPO), SIRT-2, VEGF, SMN-1, SMN-2 e CNTF (Fator neurotréfico ciliar).

25.

26. Método, de acordo com a reivindicagéo 1 ou 10, no qual o
referido transgene expressa uma quantidade terapéutica de uma proteina
selecionada a partir do grupo consistindo em fator-1 de crescimento de insu-
lina (IGF-1), calbindin D28, parvalbumin, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, SMN-1,
SMN-2, CNTF (Fator neurotréfico ciliar), ourigco sonico (shh), eritropoietin
(EPO), lisil oxidase (LOX), progranulin, prolactin, ghrelin, neuroserpin, angio-
genin, e placenta lactogen.

27. Ensaio para detectar perda de fungéo do SNC em um indivi-
duo compreendendo:

administrar a um ventriculo do cérebro do individuo uma quanti-
dade diagnosticamente efetiva de um vetor viral neurotréfico contendo um
transgene que codifica um marcador; e
triagem da presenca de referido marcador no SNC de referido individuo.

28. Ensaio, de acordo com a reivindicagéo 26, no qual referido
transgene de marcador é proteina fluorescente verde.

29. Método, de acordo com a reivindicagéo 1, 9, 10 ou 18, no
qual o produto de proteina de transgene é TAT-modificado.

30. Método, de acordo com a reivindicagéao 28, no qual o produto

de proteina de transgene compreende um motivo de 11 amino acidos a partir



ShN

do dominio de transdugéo de proteina de proteina HIV TAT.

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 10, no qual refe-
rido transgene expressa uma quantidade terapéutica de pelo menos duas
proteinas selecionadas a partir do grupo consistindo em fator-1 de cresci-
mento de insulina (IGF-1), calbindin D28, parvalbumin, HIF1-alfa, SIRT-2,
VEGF, SMN-1, SMN-2, CNTF (Fator neurotrdfico ciliar), ourigco sénico (shh),
eritropoietin (EPO), lisil oxidase (LOX), progranulin, prolactin, ghrelin, neuro-
serpin, angiogenin, e placenta lactogen.
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RESUMO
Patente de Invencédo: "TERAPIA DE GENE PARA ESCLEROSE LATERAL
AMIOTROFICA E OUTRAS ENFERMIDADES DA MEDULA ESPINAL".

A presente invengao refere-se a descrigao que proporciona me-
todos e composigbes para tratamento de enfermidades ou danos que afetam
a funcdo e controle motor em um individuo. Em um aspecto, a invengao se
refere a um produto trangene que ¢é distribuido a uma medula espinal do in-
dividuo por administragdo de um vetor viral neurotréfico recombinante con-
tendo o transgene ao cérebro. O vetor viral distribui o transgene para uma
regido do cérebro que é susceptivel a infecgao pelo virus, e que expressa O
produto de gene viral recombinante codificado. Também providos sdo com-
posigdes para distribuigdo de um produto de transgene a uma medula espi-
nal do individuo pela administragdo de um vetor viral neurotréfico recombi-

nante contendo o transgene ao cérebro do individuo.
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