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DESCRIPCIÓN

Estrategias terapéuticas para tratar patologías del SNC en mucopolisacaridosis

Campo de la invención

La invención se refiere a un enfoque terapéutico, o bien terapia génica mediada por vector vírico o mediante la 
administración de sulfatasas modificadas, en particular la enzima sulfamidasa, para cruzar la barrera 5
hematoencefálica y tratar la patología del SNC en mucopolisacaridosis (MPS), en particular MPS de tipo IIIA.

Antecedentes de la invención

La mucopolisacaridosis de tipo IlIA (MPS-IlIA) es una enfermedad hereditaria causada por la deficiencia de 
sulfamidasa (SGSH), una enzima implicada en la degradación por etapas de macromoléculas grandes llamadas 
sulfatos de heparano. Como consecuencia, se acumulan sustratos no degradados en las células y tejidos de los 10
pacientes afectados, causando daño celular. El sistema nervioso central (SNC) es la diana predominante del daño y, 
de hecho, los pacientes de MPS-IIIA muestran un retardo mental grave y debilitación neuropatológica que conduce 
en última instancia a la muerte (a menudo <20 años). Los síntomas clínicos incluyen hiperactividad, comportamiento 
agresivo y alteración del sueño (1).

Se ha identificado un modelo de ratón de origen natural de MPS-IIIA con patofisiología y síntomas que se parecen a 15
la afección humana (2-4). Estos ratones representan un modelo ideal para estudiar la fisiopatología de este trastorno 
y para ensayar nuevos protocolos terapéuticos. 

El tratamiento de lesiones cerebrales representa el objetivo principal de cualquier enfoque terapéutico para MPS-
IIIA. Una vía para alcanzar el cerebro consiste en la inyección directa de una molécula terapéutica directamente en 
el cerebro. Se han ensayado una serie de diferentes protocolos de terapia de reemplazo enzimático (ERT). En estos 20
protocolos, se administraba una enzima sulfamidasa recombinante mediante inyección directa en el cerebro de 
ratones con MPS-IIIA.Estas estrategias son capaces de retardar la aparición de cambios neurodegenerativos 
cuando se administra sulfamidasa en ratones jóvenes (5, 6). Además, se desarrolló exitosamente un protocolo de 
terapia génica basado en la inyección intracerebral del gen SGSH a través de vectores de AAV por los autores de la 
invención (7). Aunque se ha mostrado que estos enfoques directos orientados al cerebro son clínicamente eficaces, 25
representan enfoques altamente invasivos para la aplicabilidad terapéutica humana.

Puesto que cada neurona en el cerebro está perfundida por su propio vaso sanguíneo, es una vía poco invasiva 
alternativa para alcanzar el cerebro la administración intravenosa de la molécula terapéutica (8). Sin embargo, esta 
muy densa red de microvasos que forma la barrera hematoencefálica (BHE) no es permeable a todas las moléculas 
y podría impedir un suministro eficaz de agentes terapéuticos (9). Es más, la administración intravenosa de enzima 30
lisosómicas ha producido un efecto terapéutico sobre la patología somática de muchas LSD, pero tiene poco o 
ningún efecto sobre la patología del SNC debido a la impermeabilidad de la BHE a las moléculas grandes (10). En 
MPS-IIIA, se ha demostrado que la inyección intravenosa de sulfamidasa no altera la patología ni procesos 
conductuales que aparecen en el cerebro de ratón con MPS-IIIA cuando se suministra la enzima después de 
formarse la BHE (11).35

De forma importante, un reciente estudio de Urayama et al. demostró que la sulfamidasa se transporta a través de la 
BHE en ratones neonatos mediante transporte mediado por el receptor de 6-fosfato de manosa, pero el flujo de 
entrada al cerebro adulto era despreciable (12).

Resulta evidente que, en tal contexto, el reto real para la terapia de MPS-IIIA y en general para todas las LSD que 
afectan al SNC es desarrollar estrategias de tratamiento sistémico del SNC que puedan superar el obstáculo 40
principal representado por la BHE. Es una estrategia eficaz para cruzar la BHE la orientación de proteínas al SNC 
mediante transcitosis mediada por receptor (13). Los receptores de la BHE bien caracterizados incluyen: receptor de 
lipoproteína de baja densidad (LDLR), receptor de transferrina (TfR) y receptor de factor de crecimiento similar a 
insulina (IGFR). La familia de LDLR representa un grupo de receptores de superficie celular que se unen a 
complejos de apolipoproteína (Apo) (portadores lipídicos) para internalización en los lisosomas (14-16). Sobre la 45
superficie de la BHE, la unión de LDLR a Apo da como resultado la transcitosis al lado luminal de la BHE, donde se 
libera la apolipoproteína para captarse por neuronas y astrocitos. Un estudio reciente ha demostrado que fusionar el 
dominio de unión a LDLR de Apo con una enzima lisosómica da como resultado un suministro eficaz de la enzima 
quimérica al SNC (17).

El documento WO2004108071 hace referencia a un polipéptido quimérico orientado al SNC que comprende un 50
dominio de unión a receptor de BHE, tal como el dominio de unión a apolipoproteína B, para uso terapéutico en 
enfermedades de almacenamiento lisosómico. 

El documento WO2004064750 hace referencia a ácidos nucleicos que codifican un polipéptido lisosómico quimérico 
(específicamente la glucosidasa ácida lisosómica GAA implicada en el trastorno de almacenamiento lisosómico 
enfermedad de almacenamiento de glicógeno de tipo II) que comprende una secuencia señal secretora 55
(concretamente, Vi-antitripsina y alfa-1-antitripsina) y a los vectores de AAV relacionados. 
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El documento W020050025 hace referencia a un compuesto que comprende un resto de unión a megalina 
conjugado con un agente de interés para suministro de fármaco mediado por receptor, particularmente por 
transcitosis, a través de la barrera hematoencefálica. Además, el documento hace referencia a un método de 
tratamiento de una enfermedad de almacenamiento lisosómico basado en la administración de una composición que 
comprende un resto de unión a megalina. La apolipoproteína A y la mucopolisacaridosis IIIA se mencionan.5

El documento W02009131698 hace referencia a una terapia basada en una enzima NaGlu quimérica caracterizada 
por un dominio de unión de apolipoproteína B y dirigida específicamente a mucopolisacaridosis IIIB.

Cardone et al. (Hum Mol Gen, 2006 15(7): 1225) describe la corrección del síndrome de Hunter (la enfermedad de 
almacenamiento lisosómico mucopolisacaridosis de tipo II) en el modelo de ratón de MPSII mediante suministro 
génico mediado por AAV2/8-TBG dirigido al hígado.10

El documento WO2007092563 hace referencia a un método y a composiciones para tolerizar el cerebro de un 
mamífero ante el polipéptido esfingomielinasa ácida administrado exógenamente mediante el suministro primero de 
una cantidad eficaz de un transgén que codifica el polipéptido al tejido hepático de mamífero y la administración 
entonces de una cantidad eficaz del transgén al sistema nervioso central (SNC) del mamífero. El enfoque 
terapéutico está dirigido a la enfermedad de Niemann-Pick, una enfermedad de almacenamiento lisosómico. Se 15
mencionan promotores específicos de hígado y AAV de tipo 8.

El documento W02009075815 hace referencia a métodos de tratamiento de la enfermedad de Pompe (una 
enfermedad de almacenamiento lisosómico) que implica la administración de un vector de AAV en el contexto de la 
terapia de reemplazo enzimático. Se mencionan un promotor específico de hígado (promotor de globulina de unión a 
hormona tiroidea) y AAV de tipo 8.20

Ninguno de los documentos citados en la técnica anterior divulga o siquiera sugiere la enzima sulfamidasa 
modificada de la presente invención, ni que pueda tener un efecto terapéutico para el tratamiento de MPS de tipo 
IIIA.

Descripción de la invención

Como se divulga en la técnica antecedente, la patología cerebral es el rasgo más común de los trastornos de 25
almacenamiento lisosómico. Por lo tanto, el tratamiento de lesiones cerebrales representa el objetivo principal de 
cualquier terapia eficaz para estos trastornos.

El obstáculo principal para tratar eficazmente el cerebro mediante el suministro sistémico de un agente terapéutico 
es la barrera hematoencefálica (BHE).

Los autores desarrollaron un enfoque terapéutico no invasivo para tratar la patología cerebral en 30
mucopolisacaridosis de tipo IIIA (MPS-IIIA), una enfermedad de almacenamiento lisosómico con una grave 
afectación del sistema nervioso central. Esta estrategia está basada en la construcción de una sulfamidasa 
quimérica (la enzima sulfatasa que es deficiente en MPS-IIIA), optimizada con dos secuencias aminoacídicas (una 
en el extremo N y otra en el extremo C de la proteína) que confieren a la sulfamidasa modificada la capacidad de 
secretarse en gran medida y orientarse eficazmente al cerebro cruzando la barrera hematoencefálica (BHE). La 35
enzima modificada se expresa por el serotipo 8 de virus adenoasociado (AAV), que se orienta específicamente al 
hígado y lo vuelve un órgano fabricante de la enzima terapéutica.

La sulfamidasa modificada puede usarse eficazmente tanto para terapia génica como para terapia de reemplazo 
enzimático (ERT).

El enfoque de modificación puede usarse para otras enzimas lisosómicas que son deficientes en otras 40
mucopolisacaridosis con afectación grave del SNC.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invención una secuencia nucleotídica que codifica una sulfatasa quimérica, 
consistiendo esencialmente dicha sulfatasa quimérica en el orden de secuencia N-terminal-C-terminal: a) un péptido 
señal de la secuencia aminoacídica de -antitripsina humana (hAAT) o la secuencia aminoacídica de iduronato-2-
sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo dicha secuencia al siguiente grupo45

(SEQ ID No. 2) o 
(SEQ ID No. 4 o 6); b) una secuencia aminoacídica de sulfatasa humana desprovista de su péptido señal; c) el 
dominio de unión a LDLR de ApoB.

E10821435
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En una realización preferida, la sulfatasa humana es sulfamidasa humana, más preferiblemente la secuencia 
aminoacídica derivada de sulfamidasa humana tiene la secuencia:

(SEQ ID No. 8). Tal secuencia se codifica por la secuencia nucleotídica de SEQ
ID No. 7: 5’-5

E10821435
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En una realización preferida, el dominio de unión a LDLR de ApoB codificado tiene la secuencia: 

(SEQ ID No: 10).

En una realización preferida, la secuencia nucleotídica tiene la secuencia perteneciente al siguiente grupo:

SECUENCIAS CON FLAG (el experto sustituirá fácilmente la secuencia FLAG por cualquier otra secuencia 5
espaciadora adecuada):

a) Ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH-3xflag (1611) (SEQ ID No. 11).

E10821435
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b) Ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH-3xflag (1614 pb) (SEQ ID No. 13).
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c) Ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB (1734 pb) (SEQ ID No. 15).
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d) Ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB (1737 pb) (SEQ ID No. 17).
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SECUENCIAS SIN FLAG:

e) Ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH (SEQ ID No. 19).
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f) Ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH (SEQ ID No. 21).
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g) Ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH-ApoB (SEQ ID No. 23).
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h) Ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH-ApoB (SEQ ID No. 25).

Es un objeto adicional de la invención un plásmido recombinante que comprende la secuencia nucleotídica como se 
divulga anteriormente bajo el control de un promotor específico del hígado, preferiblemente el promotor específico 5
del hígado es el promotor de globulina de hormona tiroides humana (TBG), más preferiblemente el promotor de 
globulina de hormona tiroides humana (TBG) tiene la secuencia: 5'-

E10821435
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El experto en el campo será consciente de que el plásmido recombinante de la invención tiene que ensamblarse en 
un vector vírico y seleccionar el más adecuado. Tales vectores víricos pueden pertenecer al grupo de: vectores
lentivíricos, vectores adenovíricos dependientes de auxiliares o vectores de AAV. Como ejemplo, se describen 
vectores lentivíricos para la terapia génica de trastornos de almacenamiento lisosómico en Naldini, L., Blomer, U.,5
Gage, F. H., Trono, D. y Verma, I. M. (1996a). “In vivo gene delivery and stable transduction of nondividing cells by a 
lentiviral vector”. Science 272(5259), 263-7; Consiglio A, Quattrini A, Martino S, Bensadoun JC, DoIcetta D, Trojani 
A, Benaglia G, Marchesini S, Cestari V, Oliverio A, Bordignon C, Naldini. “In vivo gene therapy of metachromatic 
leukodystrophy by lentiviral vectors: correction of neuropathology and protection against learning impairments in 
affected mice L”. Nat Med. marzo de 2001; 7(3): 310-6; Follenzi A, Naldini L. “HIV-based vectors. Preparation and 10
use”. Methods Mol Med. 2002; 69: 259-74. Como ejemplo adicional, se describen vectores adenovíricos 
dependientes de auxiliares en Brunetti-Pierri N, Ng P. “Progress towards liver and lung-directed gene therapy with 
helper-dependent adenoviral vectors”. Curr Gene Ther. oct. de 2009; 9(5): 329-40.

En una realización preferida, el plásmido recombinante deriva del vector plasmídico AAV2.1 y es adecuado para 
vectores víricos de AAV, preferiblemente AAV de serotipo 8.15

Es entonces un objeto adicional de la invención un vector vírico para la terapia génica de trastornos lisosómicos que 
comprende cualquiera de los vectores de ácido nucleico recombinantes como se divulgan anteriormente. 

Preferiblemente, el trastorno lisosómico es MPS, más preferiblemente MPS de tipo IIIA.

Es un objeto adicional de la invención una composición farmacéutica que comprende el vector vírico como se 
divulga anteriormente, preferiblemente para administración sistémica. 20

Es un objeto adicional de la invención una sulfatasa quimérica consistente esencialmente en el orden de secuencia 
N-terminal-C-terminal: a) un péptido señal derivado o bien de la secuencia aminoacídica de -antitripsina humana 
(hAAT) o la secuencia aminoacídica de iduronato-2-sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo dicha secuencia al 
siguiente grupo: (SEQ ID No. 2) o (SEQ ID No. 4); b) una secuencia aminoacídica derivada de sulfatasa humana 
desprovista de su péptido señal; c) el dominio de unión a LDLR de ApoB.25

En una realización preferida, la sulfatasa quimérica tiene una secuencia derivada de sulfamidasa humana, 
preferiblemente de (SEQ ID No. 8).

En una realización preferida, la sulfatasa quimérica comprende un dominio de unión a LDLR de ApoB codificado que 
tiene la secuencia de (SEQ ID No. 10).

En una realización preferida, la sulfatasa quimérica tiene esencialmente la secuencia perteneciente al siguiente 30
grupo:

SECUENCIAS CON FLAG (el experto sustituirá fácilmente la secuencia FLAG por cualquier otra secuencia 
espaciadora adecuada):

E10821435
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a) Secuencia aminoacídica de hAATsp-SGSH-3xflag (*= terminación) (SEQ ID No. 12).

b) Secuencia aminoacídica de hIDSsp-SGSH-3xflag (*= terminación) (SEQ ID No. 14)

5
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c) Secuencia aminoacídica de hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB (*= terminación) (SEQ ID No. 16)

d) Secuencia aminoacídica de hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB (*= terminación) (SEQ ID No. 18)

SECUENCIAS SIN FLAG:5

E10821435
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e) Secuencia aminoacídica de hAATsp-SGSH (*= terminación) (SEQ ID No. 20)

f) Secuencia aminoacídica de hIDSsp-SGSH (*= terminación) (SEQ ID No. 22)

5
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g) Secuencia aminoacídica de hAATsp-SGSH-ApoB (*= terminación) (SEQ ID No. 24)

h) Secuencia aminoacídica de hIDSsp-SGSH-ApoB (*= terminación) (SEQ ID No. 26)

Es otro objeto de la invención la sulfatasa quimérica como se divulga anteriormente para uso médico, 5
preferiblemente para el tratamiento de MPS, más preferiblemente MPS de tipo IIIA.

Es otro objeto de la invención una composición farmacéutica que comprende la sulfatasa quimérica como se divulga 
anteriormente y diluyentes y/o excipientes y/o portadores adecuados. 

Es otro objeto de la invención un método para el tratamiento de una patología de MPS que comprende la etapa de 
administrar a un sujeto una cantidad adecuada de la composición farmacéutica que comprende el vector vírico para 10
terapia génica como se divulga anteriormente. Preferiblemente, la patología de MPS es MPS de tipo IIIA.

Es otro objeto de la invención un método para el tratamiento de una patología de MPS que comprende la etapa de 
administrar a un sujeto una cantidad adecuada de la composición farmacéutica que comprende la sulfatasa 
quimérica como se divulga anteriormente. Preferiblemente, la patología de MPS es MPS de tipo IIIA.

La ventaja principal de la invención es que la molécula quimérica de la invención como se produce y secreta por el 15
hígado es capaz de cruzar la BHE y por tanto se orienta potencialmente a todos los distritos cerebrales. 

Con referencia al enfoque de terapia génica, con respecto a la técnica anterior de Fraldi et al. HMG 2007, que 
describe terapia génica mediada por AAV2/5 para MPS-IIIlA, la presente invención es menos invasiva debido a que 
los vectores AAV8 se administran sistémicamente y no directamente al cerebro. 

E10821435
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En cuanto al enfoque de terapia de reemplazo enzimático con respecto a la técnica anterior de Hemsley, K.M. y J.J. 
Hopwood, Behav Brain Res, 2005; Savas, P.S et al., Mol Genet Metab, 2004 y Hemsley, K.M., et al., Mol Genet 
Metab, 2007, la presente invención supera la necesidad de repetir la inyección de la enzima y se diseña para cruzar
la BHE. Merece la pena apuntar que para los enfoques de ERT, la BHE y el alto coste de la producción enzimática 
son limitaciones muy importantes.5

Leyendas de las figuras

Figura 1. SGSH no modificada: Estudio in vivo preliminar 1 (tratamiento de recién nacidos).

Análisis de la señal de GFP en el hígado de ratones con MPSIIA recién nacidos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP. 
Se inyectaron ratones recién nacidos con MPSIlIA con vectores AAV2/8-TBG-SGSH (que expresan una sulfamidasa 
no modificada). Como control, se inyectaron en ratones recién nacidos con MPSIIIA y heterocigóticos 10
(fenotípicamente normales) vectores AAV2/8-TBG-GFP. Se analizó en secciones hepáticas de ratones con MPS-IIIA 
inyectados la tinción de GFP en diferentes momentos después de la inyección (1, 2, 3, 5 y 10 semanas después de 
la inyección). La señal de GFP era muy fuerte en los puntos temporales tempranos. Sin embargo, se observó una 
disminución significativa de la señal de GFP en los puntos temporales tardíos después de la inyección.

Figura 2. SGSH no modificada: Estudio preliminar in vivo 1 (tratamiento de recién nacidos).15

Actividad de SGSH en el hígado y suero de ratones inyectados recién nacidos. Se midió la actividad sulfamidasa en 
el suero (A) e hígado (B) de ratones con MPSIlIA inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH y ratones de control (ratones 
con MPS-IlIA y heterocigóticos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP). (A) La actividad de SGSH en el plasma de 
ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-SGSH aumentaba durante el periodo de las dos primeras semanas 
después del tratamiento neonatal, y disminuía entonces con el tiempo hasta alcanzar los niveles medidos en ratones 20
con MPS-IIIA inyectados con GFP de control. (B) El análisis de la actividad de SGSH hepática mostraba una 
tendencia similar a la observada en el plasma, con mayores niveles de actividad detectada en la primera semana 
después de la inyección.

Figura 3. SGSH no modificada: Estudio preliminar in vivo 2 (tratamiento de adultos).

Análisis de la señal de GFP en el hígado de ratones con MPSIIA adultos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP. Se 25
inyectaron en ratones con MPSIIIA de 1,5 meses de edad vectores AAV2/8-TBG-SGSH (que expresan una 
sulfamidasa no modificada). Como control, se inyectaron en ratones con MPSIIIA y heterocigóticos (fenotípicamente 
normales) de 1,5 meses de edad vectores AAV2/8-TBG-GFP. Se analizó en secciones hepáticas de ratones 
inyectados con MPS-IIIA la tinción de GFP a las 1 y 5 semanas después de la inyección. Se observó una expresión 
alta y estable de GFP30

Figura 4. SGSH no modificada: Estudio preliminar in vivo 2 (tratamiento de adultos).

Actividad de SGSH en el suero e hígado de ratones adultos inyectados. Se midió la actividad sulfamidasa en el 
suero (A) e hígado (B) de ratones con MPSIIIA inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH y ratones de control (ratones con 
MPS-IlIA y heterocigóticos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP). (A) En el hígado de ratones con MPSlIIA inyectados 
con AAV2/8-TBG-SGSH, se observó un fuerte aumento de la actividad de SGSH en comparación con la baja 35
actividad enzimática detectada en los animales inyectados con el vector de GFP. Además, esta actividad 
permanecía estable durante 5 semanas después de la inyección (el último punto temporal analizado). (B) De forma 
consistente, el análisis de la actividad de SGSH en el suero de ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-
SGSH era muy alto y estable a lo largo del tiempo después de la inyección analizado.

Figura 5. Constructos de sulfamidasa quimérica.40

Se reemplazó el péptido señal (SP) de sulfamidasa por el de -antitripsina humana (hAAT) o iduronato-2-sulfatasa 
(IDS). Los constructos se diseñaron como “proteínas sulfamidasas parcialmente genomanipuladas" (IDSsp-
SGSHflag y hAATsp-SGSHflag). Para construir las proteínas sulfamidasas quiméricas finales, se fusionó el dominio 
de unión a LDLR de ApoB (ApoB-BD) con el extremo C del marcaje Flag, obteniendo los “constructos 
genomanipulados finales” resultantes (IDSsp-SGSHflag-ApoB y hAATsp-SGSHflag-ApoB). Se amplificó la secuencia 45
de ApoB (114 pb) por PCR a partir de ADNc de sangre humana usando oligonucleótidos directo e inverso con sitios 
5' BglII. Se preparó el plásmido de cadena principal que contiene la secuencia de SP-SGSH insertando mediante 
mutagénesis el sitio BgIII antes del codón de terminación del marcaje Flag. Se insertaron todas las secuencias de 
sulfamidasa quimérica resultantes (IDSsp-SGSHflag, hAATsp-SGSHflag, IDSsp-SGSHflag-ApoB y hAATsp-
SGSHflag-ApoB) en plásmidos de expresión de mamífero bajo un promotor de CMV.50

Figura 6. Transporte mediado por receptor.

Cruce de la BHE a través de transcitosis mediada por receptor. El dominio de unión a receptor de lipoproteína de 
baja densidad (LDLR) de la apolipoproteína B (LDLR-BD de ApoB) confiere a la sulfamidasa la capacidad de 
alcanzar las células cerebrales por unión a receptores de LDL, que son abundantes en las células endoteliales de la
BHE. Este mecanismo puede sustituir al transporte mediado por el receptor de 6-fosfato de manosa (M6PR) de la 55

E10821435
06-03-2018ES 2 661 967 T3

 



20

sulfamidasa por la BHE, que es ineficaz.

Figura 7. Estudio in vitro.

Actividad de SGSH en el sedimento y en el medio de células MEF con MPS-IIIIA transfectadas. Se transfectaron 
células MEF derivadas de ratones con MPS-IlIA con constructos genomanipulados parciales o finales. (A) Se midió 
la actividad sulfamidasa en el medio (gris claro) y el sedimento (gris oscuro) de células transfectadas. (B) Se evaluó 5
también la eficacia de secreción correspondiente (actividad en medio/actividad total).

Figura 8. Estudio in vitro.

Análisis de transferencia Western de todas las proteínas sulfamidasas genomanipuladas.

Se transfectaron células MEF derivadas de ratones con MPS-IlIA con constructos genomanipulados parciales o 
finales o con constructo de SGSH no modificada de control. (A) El análisis de transferencia con anticuerpos anti-Flag 10
muestra la expresión correcta de todas las proteínas quiméricas. Como control de la eficacia de transfección, se 
cotransfectaron las células con la misma concentración de un plásmido que contiene sintaxina7 marcada con Flag, 
una proteína no relacionada. (B) Se practicaron experimentos de pulso y seguimiento en las células transfectadas 
para evaluar la tasa de recambio de las proteínas quiméricas. (C) Se transfectaron células Cos-7 con constructos 
genomanipulados parciales o finales o con constructo de SGSH no modificada de control. Se observó la localización 15
lisosómica en todas las células transfectadas por inmunotinción con anticuerpos anti-SGSH.

Figura 9. Estudio in vivo. 

Resultados in vivo preliminares en ratones con MPS IlIA inyectados con sulfamidasa genomanipulada final. Los 
autores obtuvieron resultados preliminares pero extremadamente alentadores, en ratones con MPS-IlIA inyectados 
con uno de los constructos de sulfamidasa finales: hAATsp-SGSHflag-ApoB. Se inyectó sistémicamente en ratones 20
adultos con MPS-IlIA AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag-ApoB. Un grupo con MPS-IIIA se inyectó también con 
AAV2/8-TBG-SGSH (que contiene la sulfamidasa no modificada) como control. Se sacrificaron los ratones un mes 
después de la inyección. En los ratones inyectados con la sulfamidasa quimérica, se observó mayor actividad 
sulfamidasa hepática y un aumento muy fuerte de la secreción de sulfamidasa con respecto a los ratones de control. 
Además, se detectó un aumento significativo de la actividad de SGSH en el cerebro de ratones inyectados con la 25
sulfamidasa quimérica en comparación con las medidas de actividad de SGSH en el cerebro de ratones inyectados 
con sulfamidasa no modificada. 

Figura 10. Mapa del plásmido AAV2.1. 

Mapa del plásmido pAAV2.1 usado para la producción de vectores víricos AAV2.8. El plásmido contiene el gen de 
GFP bajo el control del promotor específico de hígado TBG. Se reemplazó la secuencia de GFP por ADNc que 30
codifica los módulos de sulfamidasa quimérica usando los sitios de restricción NotI e HindIlI. Se transfectó el 
plásmido resultante junto con el auxiliar pAd, el plásmido pAAV rep-cap, en células 293, produciendo vectores 
víricos AAV2.8 (véanse los Métodos).

Métodos

Construcción de módulos de SGSH quimérica, vectores de ácido nucleico recombinante y vectores víricos35

Se produjeron los péptidos señal alternativos mediante ligamiento de dos fragmentos: una secuencia de ADNc de 
SGSH humana (fragmento I) y la secuencia de péptido señal (fragmento II). Se amplificó el fragmento I a partir de un 
plásmido que expresa hSGSH y que comenzaba en el extremo 3’ de la secuencia del péptido señal de hSGSH 
(correspondiente al nucleótido en la posición 61 en la secuencia de SGSH) y se extendió hasta un único sitio XbaI 
que contenía el ADNc de SGSH completo (oligos usados: SGSHFOR 40

(SEQ ID No. 28) y SGSHREV 

(SEQ ID No. 29)). El 
Fragmento II era único para cada módulo de expresión. Para hAATsp-SGSH-cFlag, el fragmento II se sintetizaba 

reasociando dos secuencias oligonucleotídicas específicas (hAATspFOR 

45

(SEQ ID No. 30) y hAATspREV 

(SEQ ID No. 31)) que contienen la secuencia del 
péptido señal de 1-antitripsina humana [ADNc de 1-antitripsina humana: 72 pb].

El fragmento que codifica tal péptido señal era:50
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(SEQ ID No. 1).

Para el módulo de expresión IDSsp-SGSH-cFlag, se sintetizó el fragmento II reasociando dos secuencias 
oligonucleotídicas específicas (IDSspFOR 

5

(SEQ ID No. 32) e IDSspREV 

(SEQ ID No. 33) que contiene la secuencia del 
péptido señal de iduronato sulfatasa humana [ADNc de iduronato-2-sulfatasa de Homo sapiens (IDS): 75 pb]. El 
fragmento que codifica tal péptido señal era:10

(SEQ ID No. 3) o una secuencia optimizada 

(SEQ ID No. 5). Las dos secuencias anteriores difieren solo 
en el uso de codón y codifican la misma secuencia aa de péptido señal (SEQ ID No. 4 o 6). Las secuencias 15
oligonucleotídicas del fragmento II tienen un sitio 5' NotI y un sitio 3' de extremo romo. Se incubaron las secuencias 
oligonucleotídicas directa e inversa durante 3 minutos a 100 ºC. Después de enfriar a TA, se añadió PNK a los oligos
durante 30 minutos a 37 ºC. Se ligaron el fragmento I (5'NotI-3'romo) y el fragmento II (5'romo3'Xba) con el vector 
plasmídico p3xFlag-CMV14 (5'Not-3'Xba). Se transformaron células DH5 competentes con la mezcla de ligamiento 
resultante.20

Para obtener los constructos quiméricos de SGSH completos, se amplificó la secuencia aminoacídica 3371-3409 de 
ApoB humana (114 pb: 

(SEQ ID No. 9) mediante una colección de ADNc humana 25

(oligos: ApoBDFOR (SEQ ID No. 34) y

ApoBDREV (SEQ ID No. 35)) y se clonó en 
los sitios BglII en el extremo 5’ del marcaje 3xFlag de hAATsp-SGSH-cFIag o IDSsp-SGSH-cFlag.

Se subclonaron los diferentes módulos de expresión que contienen o bien los constructos quiméricos parciales 
(hAATsp-SGSH-cFlag e hIDSsp-SGSH-cFlag) o los constructos quiméricos completos (hAATsp-SGSH-cFlag-ApoB e 30
hIDSsp-SGSH-cFlag-ApoB) en pAAV2.1-TBG-GFP entre NotI (5') e HindIII (3') (la secuencia de GFP se reemplazó 
por los módulos de expresión). Se usaron los plásmidos resultantes (Fig. 10) para producir AAV recombinante de 
serotipo 8 (AAV2/8) (19). Se produjeron los vectores de AAV usando una transfección transitoria de tres plásmidos 
en células 293: auxiliar pAd, pAAV rep-cap (plásmido de empaquetamiento que contiene el gen AAV2 rep fusionado 
con los genes cap de AAV de serotipo 8), pAAV Cis (este plásmido es el vector pAAV2.1-TGB que expresa las 35
proteínas sulfamidasas quiméricas). Se purificaron los vectores víricos AAV2/8 recombinantes mediante dos rondas 
de CsCl, como se describe anteriormente (19). Se valoraron los títulos vectoriales, expresados como copias de 
genoma (GC/ml), mediante PCR instantánea (GeneAmp 7000 Applied Biosystem). Se produjeron los vectores de 
AAV en la TIGEM AAV Vector Core Facility (http://www.tigem.it/core-facilities/adeno-associated-virus-aav-vector-
core).40

Transfecciones y secreciones en células

Se mantuvieron células Hela y MEF con MPSIIIA en DMEM suplementado con 10 % de FBS y 
penicilina/estreptomicina (medio de cultivo normal). Se transfectaron las células subconfluentes usando
LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) según los protocolos del fabricante. Un día después de la transfección, se 
reemplazó el medio por DMEM con 0,5 % de FBS. Dos días después de la transfección, se recogió el medio 45
acondicionado y el sedimento para ensayos enzimáticos y análisis de transferencia Western. 

Análisis de WB

Se añadió tampón de lisis 3xflag 1 x (Tris-HCl 50 mM, pH 8, NaCl 200 mM, 1 % de Triton X100, EDTA 1 mM, 
HEPES 50 mM) a los sedimentos celulares. Se obtuvieron los lisados por incubación de los sedimentos celulares 
con tampón de lisis durante 1 hora en hielo. Se determinó la concentración de proteína usando el ensayo 50
colorimétrico de Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se concentró el medio acondicionado en Vivaspin 500 
(Sartorius) por centrifugación del medio a 13.000 rpm durante 7 min. Se revelaron las proteínas sulfamidasa con 
Flag por análisis de transferencia Western usando anticuerpos monoclonales conjugados con peroxidasa anti-FLAG 
M2 (A8592 Sigma-Aldrich) diluidos 1:1000 en leche al 5 %.

55
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Inmunofluorescencia

Se lavaron las células tres veces con PBS frío y se fijaron entonces con paraformaldehído (PFA) al 4 % durante 15 
min. Se lavaron las células fijadas cuatro veces con PBS frío, se permeabilizaron con solución de bloqueo (0,1% de 
saponina y 10 % de FBS en PBS) durante 30 min y se inmunomarcaron con anticuerpo primario apropiado: anti-h-
sulfamidasa de conejo (1:300, Sigma). Después de 4 lavados con PBS, se incubaron las células con el anticuerpo 5
secundario anti-Alexa fluor488 de conejo conjugado (1:1000). Se lavaron entonces las células cuatro veces con PBS 
frío y se montaron en el medio de montaje Vectashield.

Pulso y seguimiento

Para determinar la tasas de degradación de la enzima sulfamidasa, se radiomarcaron MEF con MPSIIIA 
transfectadas con diferentes constructos quiméricos con 30 μCi/106 células de mezcla de [35S]metionina:cisteína10
(EasyTag(TM) EXPRE35S35S Protein Labeling Mix, [3S]; PerkinElmer) durante 30 minutos en medio exento de 
metionina:cisteína (Sigma) suplementado con suero fetal de ternero al 1 %. Después de un lavado extensivo, se 
mantuvieron las células en presencia de suero fetal de ternero al 5 % y se suplementaron con metionina y cisteína. 
Se recuperaron las células en diferentes puntos temporales y se lisaron usando tampón de lisis 3xflag. Se retiraron 
los lisados por centrifugación y se inmunoprecipitaron los sobrenadantes usando anticuerpo contra Flag conjugado 15
con agarosa (gel de afinidad M2 anti-flag, A2220 Sigma-Aldrich). Después de un lavado extenso con tampón de lisis, 
se sometió el inmunoprecipitado a PAGE-SDS. Se expusieron los geles secados a una pantalla PhosphorImager y 
se cuantificaron con un sistema PhosphorImager.

Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 mutantes homocigóticos (MPS-IIIA, -/-) y heterocigóticos (fenotípicamente normales 20
+/). Por consiguiente, el término “ratones normales” se usa para hacer referencia al fenotipo del ratón. Se realizaron 
los experimentos de acuerdo con las directrices del Comité de uso y cuidado animal del Hospital Cardarelli en 
Nápoles y autorizados por el Ministerio de sanidad italiano.

Inyección sistémica y recogida de tejidos

Se crioanestesiaron ratones recién nacidos con MPS-IIIA y normales el día posnatal 0-1. Se suministraron los 25
vectores por vía sistémica a través de la vena temporal (2x1011 partículas en 100 μl). Se inyectó a los ratones con 
MPSIIIA adultos (1 mes) a través de la vena caudal (2X1011 partículas en 100 μl). Se recogió el suero de los 
animales en diferentes puntos temporales después de la inyección para los ensayos enzimáticos. Para evaluar la 
transducción hepática y cerebral, se sacrificaron los animales en diferentes puntos temporales. Algunos de ellos se 
perfundieron/fijaron con paraformaldehído al 4 % (p/v) en PBS y se retiró entonces el hígado para tinción con GFP. 30
Se sacrificaron los ratones restantes y se retiraron hígado y cerebro para medir la actividad de SGSH.

Ensayo de actividad de SGSH

Se midió la actividad de SGSH siguiendo los protocolos descritos en Fraldi et al., Hum Mol Gen 2007).

Análisis de GFP

Se sometieron tejidos hepáticos a un gradiente de sacarosa (de 10 a 30 %) y se incubaron durante una noche en 35
sacarosa al 30 % a 4 ºC. Finalmente, se embebieron los tejidos en matriz de imbibición OCT (Kaltek) y se 
congelaron instantáneamente en un baño de hielo seco y etanol. Se cortaron criosecciones de tejido de 10 μm de 
grosor, se lavaron con PBS durante 10 min, se montaron en medio de montaje Vectashield y se procesaron para 
análisis de GFP.

Resultados40

La meta del proyecto era desarrollar una estrategia de terapia génica sistémica poco invasiva basada en la inyección 
intravenosa de AAV de serotipo 8. Este serotipo exhibe alto tropismo por el hígado (18-20) y puede usarse para el 
suministro de un gen genomanipulado que codifica una sulfamidasa modificada quimérica (i) para secretarse en gran 
medida por el hígado, alcanzando por tanto altos niveles de enzima en circulación en a corriente sanguínea. La 
sulfamidasa se secreta poco respecto a otras enzimas sulfatasas tales como iduronato-2-sulfatasa (IDS). Se 45
reemplazó el péptido señal de sulfamidasa por el de IDS o -antitripsina humana (AAT), una enzima altamente 
secretada; (ii) para cruzar eficazmente la BHE. La sulfamidasa quimérica se genomanipuló adicionalmente con un 
dominio de proteína orientado a cerebro específico, el dominio de unión (LDLR) de la apolipoproteína B (LDLR-BD 
de ApoB).

Resultados in vivo en ratones con MPS IlIA50

La eficacia del nuevo tratamiento es estrictamente dependiente de la capacidad de transducción al hígado en gran 
medida por el transgén para secretar eficazmente en la corriente sanguínea la sulfamidasa, que cruzará entonces la 
BHE y se transducirá al cerebro mediante su secuencia diana cerebral. Por lo tanto, los niveles séricos de la enzima 
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terapéutica pueden representar un factor crítico en la determinación de la eficacia de la terapia. No se han realizado 
estudios previos para analizar la transducción hepática y los niveles sistémicos de SGSH tras el suministro génico 
sistémico de SGSH exógena en ratones con MPS-IIIA. Por tanto, se decidió investigar esta cuestión para producir 
datos preliminares útiles para diseñar una estrategia terapéutica eficaz. 

El suministro de enzima terapéutica a ratones neonatos es una herramienta útil para prevenir la patología en ratones 5
con MPS-IIIA. Se decidió entonces ensayar si la inyección sistémica mediada por AAV2/8 en recién nacidos con 
MPSIIIA podía ser un enfoque factible para desarrollar la nueva estrategia terapéutica. Con esta meta, se inyectó en 
ratones recién nacidos con MPS-IIIA AAV2/8 que contenía la secuencia de codificación de sulfamidasa bajo el 
control de un promotor específico de hígado (globulina de hormona tiroidea, TBG) para orientarse específicamente al 
hígado y volverlo un órgano fabricante de la enzima terapéutica. Se inyectaron en los ratones a través de la vena 10
temporal 1x1011 partículas víricas. Se establecieron tres grupos experimentales de ratones: ratones de control 
(ratones heterocigóticos; estos ratones exhiben un fenotipo normal) tratados con AAV2/8-TBG-GFP, ratones con 
MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-GFP y ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-SGSH.

Para ensayar la eficacia de la inyección, se analizó la fluorescencia de GFP en el hígado de ratones inyectados con 
GFP (ratones normales y con MPS-IlIA). La señal de GFP estaba presente en cualquier punto temporal temprano o 15
tardío después de la inyección; sin embargo, se observó una disminución significativa de la señal de GFP en el 
hígado de ratones analizados en un punto temporal tardío después de la inyección (Fig. 1).

Se comprobó en los ratones con MPS-IIIA inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH la actividad de SGSH en plasma y en 
hígado en diferentes puntos temporales después de la inyección (5, 8, 10, 14 días y 3, 4, 5 y 10 semanas). La 
actividad de SGSH en el plasma de ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-SGSH aumentaba durante el 20
periodo de las dos primeras semanas después del tratamiento neonatal, y disminuía entonces a lo largo del tiempo 
alcanzando los niveles medidos en ratones de control con MPS-IIIA inyectados con GFP (Fig. 2A). El análisis de la 
actividad de SGSH en el hígado mostraba una tendencia similar a la observada en el plasma, detectándose mayores 
niveles de actividad en la primera semana después de la inyección (Fig. 2B).

Este estudio preliminar en ratones recién nacidos demostró que, aunque el hígado se transduce eficazmente 25
mediante el suministro neonatal de sulfamidasa mediado por AAV2/8, la enzima está presente a bajos niveles
(comparables a los ratones con MPS-IIIA inyectados con GFP de control) tanto en hígado como en suero después 
de 1 semana después de la inyección, haciendo a este enfoque impracticable para tratar el cerebro.

Para evaluar si la proliferación de hepatocitos durante el periodo después del tratamiento es responsable de la 
dilución hepática del vector después de la inyección neonatal, se practicó un nuevo estudio basado en el suministro 30
sistémico (inyección en vena caudal) de SGSH mediado por AAV2/8 en ratones adultos (1,5 meses de edad), en que 
el hígado ha completado su crecimiento.

También en este estudio se establecieron tres grupos experimentales de ratones: ratones normales tratados con 
AAV2/8-TBG-GFP, ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-GFP y ratones con MPS-IIIA tratados con 
AAV2/8-TBG-SGSH. El análisis de la expresión de GFP en diferentes puntos temporales después del tratamiento (1 35
semana y 5 semanas después de la inyección) subrayó una expresión alta y estable del transgén en el hígado de 
ratones tratados adultos (Fig. 3).

Se comprobó también en los ratones con MPSIIIA tratados la actividad de SGSH en hígado y suero en diferentes 
puntos temporales (1 semana, 2, 3, 4, 5 semanas) después del tratamiento. En el hígado de ratones con MPSIIIA 
inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH se observó un fuerte aumento de actividad de SGSH en comparación con la 40
baja actividad enzimática en los animales inyectados con el vector de GFP, y esta actividad permanecía estable 
hasta 5 semanas después de la inyección (el último punto temporal analizado) (Fig. 4A). También el análisis de la 
actividad de SGSH en el suero de ratones tratados era muy alto y estable durante todo el periodo después de la 
inyección analizado (Fig. 4B). De forma importante, este tratamiento no daba como resultado ninguna actividad 
sulfamidasa detectable en el cerebro de ratones con MPS-IIIA inyectados con AAV2/8 (no mostrado).45

En conclusión, estos estudios preliminares muestran que: (i) el hígado se transduce en gran medida mediante 
inyección sistémica mediada por AAV2/8; (ii) la disminución de la actividad de SGSH en ratones recién nacidos
tratados era debida a la dilución del vector en el hígado y permite considerar a los ratones adultos como un buen 
modelo para ensayar el tratamiento sistémico con AAV2/8 que contenía la sulfamidasa quimérica; (iii) la sulfamidaa 
secretada (no modificada) no daba como resultado una actividad enzimática detectable en el cerebro. Esto último es 50
un resultado esperado y justifica además el fundamento detrás de la meta del proyecto.

Construcción y validación de las proteínas sulfamidasas quiméricas

Para aumentar la secreción de sulfamidasa del hígado y por tanto la cantidad de enzima en la corriente sanguínea 
disponible para orientar específicamente al cerebro, se genomanipuló la sulfamidasa reemplazando su propio 
péptido señal (SP) por uno alternativo. Se han ensayado dos péptidos señal, el péptido señal de iduronato-2-55
sulfatasa (IDS) y el péptido señal de -antitripsina humana (AAT) (Fig. 5). El fundamento detrás del uso de estos dos 
péptidos señal es que la IDS es una enzima lisosómica que se ha demostrado que se secreta a altos niveles en el 
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hígado [21], mientras que la AAT es una enzima altamente secretada. El objetivo final del proyecto es producir una 
sulfamidasa modificada capaz de cruzar la BHE y orientarse al SNC a través de transcitosis mediada por receptor 
(Fig. 6). Por esta razón, antes de empezar los experimentos dirigidos a evaluar la eficacia terapéutica del SP 
sustituyente en SGSSH, se genomanipuló adicionalmente la SGSH modificada con un dominio de proteína orientado 
a cerebro específico, el dominio de unión a receptor de lipoproteína de baja densidad (LDLR) de la apolipoproteína B 5
(LDLR-BD de ApoB). El dominio de unión de ApoB permitirá a la sulfamidasa alcanzar las células cerebrales al 
unirse a receptores de LDL, que son abundantes en las células endoteliales de la BHE (Fig. 6). Los dos constructos 
de sulfamidas genomanipuladas finales contienen en el extremo C el LDLR-BD de ApoB y en el extremo N un 
péptido señal de IDS o hAAT (IDSsp-SGSHflag-ApoB y hAATsp-SGSHflag-ApoB) (Fig. 5).

Para evaluar la funcionalidad de las proteínas sulfamidasa quiméricas, se transfectaron células MEF con MPSIIIA10
con proteína sulfamidasa genomanipulada parcial o final y se compararon los resultados clínicos con los resultantes 
de las transfecciones con sulfamidasa no genomanipulada. Sorprendentemente, se observó que la actividad de 
SGSH en el sedimento y en el medio acondicionado era mayor en las células transfectadas con los constructos 
quiméricos finales en comparación con la actividad medida en las células transfectadas con los demás constructos, 
indicando que la sulfamidasa genomanipulada final se secretaba eficazmente (Fig. 7A). Es más, estos resultados se 15
asociaban con una mayor eficacia de secreción de las enzimas sulfamidasas genomanipuladas finales con respecto 
a la sulfamidasa no genomanipulada (Fig. 7B). Sin embargo, esta eficacia de secreción era similar a la medida 
después de la transfección de sulfamidasa parcialmente quimérica (que contiene solo el péptido señal alternativo) 
(Fig. 7B). Notablemente, se observó que las modificaciones de la sulfamidasa, en particular aquellas presentes en la 
sulfamidasa genomanipulada final, confieren a las proteínas quiméricas una mayor estabilidad en comparación con 20
la sulfamidasa no genomanipulada (Fig. 8A y B). Por tanto, se concluyó que el aumento en los niveles de proteína 
sulfamidasa en el medio de células transfectadas con proteínas sulfamidasas genomanipuladas era debido tanto a 
una eficacia aumentada de secreción como a una estabilidad aumentada de la sulfamidasa genomanipulada.

Además, la inmunotinción con anticuerpos anti-SGSH mostraba una localización de tipo lisosómica para ambos 
constructos genomanipulado parcial y final (Fig. 8C).25

En conclusión, estos resultados demuestran que: (i) las enzimas sulfamidasas quiméricas que contienen el péptido 
señal alternativo son funcionales y activas; (ii) son más estables con respecto a la sulfamidasa no modificada; (iii) se 
secretan con eficacia aumentada en comparación con la sulfamidasa no modificada; (iv) la introducción de LDLR-BD 
de ApoB para producir la sulfamidasa genomanipulada final no afectaba a la funcionalidad ni a la eficacia de 
secreción aumentada observadas en las células transfectadas con la sulfamidasa genomanipulada parcial. Además, 30
los constructos genomanipulados finales parecen ser más estables en comparación con los constructos 
genomanipulados parciales. 

Resultados in vivo en ratones con MPS IIIA inyectados con sulfamidasa genomanipulada final

Se produjeron vectores AAV2/8 que contenían una de las sulfamidasas genomanipuladas finales (hAATsp-
SGSHflag-ApoB) bajo el promotor TBG específico del hígado. Se obtuvieron resultados muy preliminares pero 35
extremadamente alentadores en ratones con MPS-IIIA inyectados con este vector vírico. Se inyectó sistémicamente 
en ratones adultos con MPS-IIIA AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag-ApoB. Se inyectó también en un grupo de ratones 
con MPS-IlIA AAV2/8-TBG-SGSH (que contiene la sulfamidasa no modificada) como control. Se sacrificaron los
ratones un mes después de la inyección. En los ratones inyectados con la sulfamidasa de control, se observó una 
mayor actividad hepática de sulfamidasa y un aumento muy fuerte de la secreción de sulfamidasa respecto a los 40
ratones de control (Fig. 9). Además, se detectó un aumento significativo de la actividad de SGSH en el cerebro de 
ratones inyectados con la sulfamidasa quimérica (Fig. 9).

Uso de otros vectores

Se completó la producción de los vectores AAV2/8 que contienen tods las proteínas sulfamidasas genomanipuladas 
(parciales y finales). Específicamente, aparte de AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag-ApoB, se produjeron ahora45
AAV2/8-TBG-hIDSsp-SGSHflag-ApoB; AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag y AAV2/8-TBG-hIDSsp-SGSHflag.

Estos vectores pueden usarse para practicar un estudio in vivo grande mediante el siguiente procedimiento: Se 
inyectan en ratones con MPS-IlIA (1 mes de edad) (a través de una vía de administración en vena caudal) vectores 
AAV2/8 que contienen los constructos genomanipulados para ensayar la eficacia clínica de las enzimas 
sulfamidasas quiméricas. Los resultados son útiles para evaluar (i) la eficacia de la transducción del SNC y (iii) la 50
recuperación de la patología del SNC en los ratones tratados. 
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia nucleotídica que codifica una sulfatasa quimérica, consistiendo dicha sulfatasa quimérica en 
el orden de secuencia N-terminal-C-terminal: a) un péptido señal o bien de la secuencia aminoacídica de -
antitripsina humana (hAAT) o la secuencia aminoacídica de iduronato-2-sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo 
dicha secuencia al siguiente grupo de SEQ ID No. 2 o SEQ ID No. 4; b) una secuencia aminoacídica de sulfatasa 5
humana desprovista de su péptido señal y c) el dominio de unión a LDLR de ApoB.

2. La secuencia nucleotídica según la reivindicación 1, en la que la sulfatasa humana es sulfamidasa humana.

3. La secuencia nucleotídica según la reivindicación 2, en la que la sulfamidasa humana tiene la secuencia de 
SEQ ID No. 8.

4. La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el dominio de 10
unión a LDLR de ApoB tiene la secuencia de SEQ ID No. 10.

5. La secuencia nucleotídica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene la secuencia 
perteneciente al siguiente grupo:

a) ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH-3xflag de SEQ ID No. 11,

b) ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH-3xflag de SEQ ID No. 13,15

c) ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB de SEQ ID No. 15,

d) ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB de SEQ ID No. 17,

e) ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH de SEQ ID No. 19,

f) ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH de SEQ ID No. 21,

g) ensamblaje del módulo hAATsp-SGSH-ApoB de SEQ ID No. 23,20

h) ensamblaje del módulo hIDSsp-SGSH-ApoB de SEQ ID No. 25.

6. Un plásmido recombinante que comprende la secuencia nucleotídica según cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores bajo el control de un promotor específico del hígado, preferiblemente el promotor 
específico del hígado es el promotor de globulina de hormona tiroidea humana (TBG), más preferiblemente el 
promotor de globulina de hormona tiroidea humana (TBG) tiene la secuencia de SEQ ID No. 27.25

7. El plásmido recombinante según la reivindicación 6, que es capaz de ensamblarse en un vector vírico para 
terapia génica de trastornos lisosómicos pertenecientes al grupo de: vector lentivíricos, vectores adenovíricos 
dependientes de auxiliares o vectores de AAV, preferiblemente es el plásmido recombinante AAV2.1.

8. Un vector vírico que comprende el plásmido recombinante según la reivindicación 6 o 7.

9. El vector vírico según la reivindicación 8 perteneciente al grupo de vectores víricos de AAV, preferiblemente 30
el vector de AAV de serotipo 8.

10. Una sulfatasa quimérica consistente en el orden de secuencia N-terminal-C-terminal: a) un péptido señal de 
o bien la secuencia aminoacídica de -antitripsina humana (hAAT) o la secuencia aminoacídica de iduronato-2-
sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo dicha secuencia aminoacídica al siguiente grupo de SEQ ID No. 2 o SEQ ID 
No. 4; b) una secuencia aminoacídica de sulfatasa humana desprovista de su péptido señal y c) el dominio de unión 35
a LDLR de ApoB.

11. La sulfatasa quimérica según la reivindicación 10, en la que la sulfatasa humana es sulfamidasa humana, 
preferiblemente la secuencia aminoacídica de sulfamidasa humana tiene la secuencia de SEQ ID No 8.

12. La sulfatasa quimérica según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11 anteriores, en la que el dominio de 
unión a LDLR de ApoB tiene la secuencia de SEQ ID No 10.40

13. La sulfatasa quimérica según cualquiera de las reivindicaciones anteriores 10 a 12, que tiene la secuencia 
perteneciente al siguiente grupo:

a) hAATsp-SGSH-3xflag de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 12,

b) hIDSsp-SGSH-3xflag de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 14,

c) hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 16,45
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d) hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 18,

e) hAATsp-SGSH de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 20,

f) hIDSsp-SGSH de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 22,

g) hAATsp-SGSH-ApoB de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 24,

h) hIDSsp-SGSH-ApoB de secuencia aminoacídica SEQ ID No. 26.5

14. El plásmido recombinante según la reivindicación 6 o 7 o el vector vírico según la reivindicación 8 o 9 o la 
sulfatasa quimérica según cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13 anteriores para uso como medicamento. 

15. El plásmido recombinante o vector vírico o sulfatasa quimérica según la reivindicación 14 para uso en el 
tratamiento de trastornos lisosómicos.

16. El plásmido recombinante o vector vírico o sulfatasa quimérica según la reivindicación 14 para uso en el 10
tratamiento de MPS, preferiblemente la MPS es MPS de tipo IIIA.

17. El plásmido recombinante o vector vírico o sulfatasa quimérica para uso según la reivindicación 15 o 16, en 
los que dicho uso es mediante terapia génica.

18. Una composición farmacéutica que comprende el plásmido recombinante según la reivindicación 6 o 7 o el 
vector vírico según cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9 anteriores o la sulfatasa quimérica según cualquiera de 15
las reivindicaciones 10 a 13 anteriores y diluyentes y/o excipientes y/o portadores adecuados. 

19. La composición farmacéutica según la reivindicación 18 para uso en el tratamiento de trastornos 
lisosómicos, preferiblemente MPS, más preferiblemente MPS de tipo IIIA.
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