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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para tratar neuropatias
CAMPO

Esta invencion se refiere en general a enfermedades y afecciones que afectan a las neuronas y, mas
particularmente, a procedimientos y composiciones para tratar o prevenir neuropatias y otras enfermedades y
afecciones que implican neurodegeneracién. Se divulgan también procedimientos de identificacion de agentes para
tratar o prevenir neuropatias.

ANTECEDENTES

La degeneracion axonal aparece en una variedad de enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de
Parkinson y Alzheimer, asi como tras lesion traumatica, téxica o isquémica en neuronas. Tales enfermedades y
afecciones estan asociadas a axonopatias que incluyen disfuncién axonal. Es un ejemplo de axonopatia la
degeneracion walleriana (Waller, Philos Trans R. soc. Lond. 140: 423-429, 1850), que aparece cuando la porcion
distal de axén se secciona del cuerpo celular. El ax6n seccionado cae rapidamente en la degeneracién. La
axonopatia puede ser, por lo tanto, un rasgo critico de enfermedades y afecciones neuropaticas y los déficit
axonales pueden ser un componente importante de la discapacidad del paciente.

El documento FR 2.842.424 divulga el uso del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) o al menos uno de sus
analogos, sustratos de mono-ADP-ribosil transferasa (ART), en la preparacion de un medicamento que se pretende
gue module la actividad de al menos un receptor purinérgico, preferiblemente de tipo P2X o P2Y.

RESUMEN

Por consiguiente, los presentes inventores han tenido éxito en el descubrimiento de que la degeneracién axonal
puede disminuirse o prevenirse aumentando la actividad de NAD en las neuronas enfermas y/o lesionadas. Se cree
gue la actividad aumentada de NAD puede actuar aumentando la actividad sirtuina, que produce entonces una
reduccion de la degeneracion axonal de las células neuronales lesionadas. Por tanto, puede ser un enfoque para
prevenir la degeneracion axonal mediante la activacion de moléculas de sirtuina, es decir SIRT1, en axones de
mamifero lesionados. La activacion de SIRT1 puede ser a través de accion directa sobre la molécula de SIRT1 o
aumentando el suministro de dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD), que actia como sustrato para la
actividad histona/proteina desacetilasa de SIRT1. La activacion de SIRT1 da como resultado una reduccién de la
gravedad de la degeneracion axonal o una prevencion de la degeneracién axonal. Se cree también posible que el
aumento en la actividad de NAD pueda actuar a través de otros mecanismos que no impliquen la sirtuina. Por tanto,
aumentar la actividad de NAD, que puede actuar a través del aumento de la actividad de SIRT1 o a través de uno o
mas de otros mecanismos o ambos, puede disminuir o prevenir la degeneraciéon axonal en axones de mamifero
lesionados.

Por tanto, en diversas realizaciones, la presente invencion esté dirigida a agentes para uso en el tratamiento o la
prevencién de una axonopatia en un mamifero necesitado de ello, donde el agente es NAD o NaMN.

En diversas realizaciones, el agente puede aumentar la actividad de SIRT1 a través del aumento de la actividad de
NAD. Se cree que aumentar la actividad de NAD puede aumentar la actividad sirtuina porque el NAD puede actuar
como sustrato de SIRT1. Tales agentes pueden incluir NAD o NaMN.

En diversas realizaciones, la presente invencion esta dirigida a agentes para uso en el tratamiento o la prevencion
de una axonopatia en un mamifero necesitado de ello, donde el agente es NAD o NaMN, y actla aumentando la
actividad de NAD en neuronas y/o células de soporte enfermas y/o lesionadas, y donde la axonopatia es hereditaria
0 congénita o esta asociada a enfermedad neurodegenerativa, enfermedad neuronal motora, neoplasia, trastorno
endocrino, enfermedad metabdlica, deficiencia nutricional, aterosclerosis, una enfermedad autoinmunitaria, lesion
mecanica, lesion inducida por productos quimicos o farmacos, lesién térmica, lesion por radiacién, compresion
nerviosa, trastorno retinal o del nervio optico, disfuncion mitocondrial, demencia progresiva, enfermedades
desmielinizantes, isquemia y/o apoplejia, enfermedad infecciosa o enfermedad inflamatoria.

En diversas realizaciones, la divulgacion puede implicar también procedimientos de tratamiento de una neuropatia

mediante la administracion a un mamifero, y en particular un ser humano, de una cantidad efectiva de un agente que
actla aumentando la actividad de NAD nuclear en neuronas y/o células de soporte enfermas y/o lesionadas tales
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como, por ejemplo, glia, células musculares, fibroblastos, etc.

Tal agente puede ser NAD o NADH, mononucleétido de nicotinamida, mononucleétido de acido nicotinico o ribésido
de nicotinamida o derivados de los mismos; o una enzima que genere NAD tal como una mononucleétido de
nicotinamida adenililtransferasa o un acido nucleico que codifique una enzima que genere NAD, tal como un acido
nucleico que codifigue una mononucleétido de nicotinamida adenililtransferasa o un agente que aumente la
expresion de un acido nucleico que codifique una enzima en una ruta que genere NAD o un agente que aumente la
actividad y/o estabilidad de una enzima en una ruta que genere NAD o un agente que aumente la actividad de NAD.
La mononucleétido de nicotinamida adenililtransferasa puede ser una proteina NMNAT1.

En diversas realizaciones, la divulgacion puede implicar también procedimientos de tratamiento o prevencién de una
neuropatia optica en un mamifero necesitado de ello. Los procedimientos pueden comprender administrar al
mamifero una cantidad efectiva de un agente que actie aumentando la actividad de NAD en neuronas enfermas y/o
lesionadas. Administrar al mamifero puede comprender administrar al ojo, en particular administrar el agente con un
sistema de suministro de liberacién mantenida o administrar un aglomerado de liberaciéon mantenida que comprende
el agente al ojo.

El agente puede ser NAD o NADH, mononucleétido de nicotinamida, mononucleétido de acido nicotinico o ribésido
de nicotinamida; o una enzima que genere NAD tal como una mononucleétido de nicotinamida adenililtransferasa; o
un acido nucleico que codifique una enzima que genere NAD, tal como un acido nucleico que codifique una
mononucledtido de nicotinamida adenililtransferasa o un agente que aumente la actividad de NAD. La
mononucle6tido de nicotinamida adenililtransferasa puede ser una proteina NMNAT1 o una proteina NMNATS3.

En diversas realizaciones de los procedimientos de la divulgacion, la neuropatia asociada a la degradacion axonal
puede ser cualquiera de una serie de neuropatias tales como, por ejemplo, aquellas que son hereditarias o
congénitas o asociadas a la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, infeccién por herpes, diabetes,
esclerosis lateral amiotréfica, una enfermedad desmielinizante, isquemia o apoplejia, lesion quimica, lesion térmica,
SIDA y similares. Adem&s, pueden tratarse también enfermedades neurodegenerativas no mencionadas
anteriormente, asi como un subconjunto de las enfermedades mencionadas anteriormente, con los procedimientos
de la presente invencion. Tales subconjuntos de enfermedades pueden incluir enfermedad de Parkinson,
enfermedades no de Parkinson, enfermedad de Alzheimer o enfermedades no de Alzheimer y demas.

En diversas realizaciones, la presente divulgacion estd también dirigida a procedimientos de cribado de agentes para
tratar una neuropatia en un mamifero. Los procedimientos pueden comprender administrar a células neuronales in
vitro o in vivo un agente candidato, producir una lesién axonal en las células neuronales y detectar una reduccién de
la degeneracién axonal de las células neuronales lesionadas. En diversas realizaciones, el procedimiento puede
comprender detectar un aumento de la actividad de NAD producida por un agente candidato en una célula, y en
particular en una célula neuronal. El aumento en la actividad de NAD puede ser un aumento en la actividad de NAD
nuclear.

Se proporcionan también procedimientos para cribar agentes que aumenten la actividad sirtuina en neuronas, asi
como para cribar agentes que aumenten la actividad biosintética de NAD en las neuronas. Los procedimientos
pueden comprender administrar a células neuronales de mamifero in vitro o in vivo un agente candidato, producir
una lesion axonal en las células neuronales y detectar una reduccion de la degeneracion axonal de las células
neuronales lesionadas. Tales procedimientos pueden ser, en algunas realizaciones, procedimientos de cribado
primarios en que ensayos secundarios delimitan adicionalmente la actividad asociada a la actividad sirtuina o0 a NAD
y enzimas o componentes de las rutas biosintética o de recuperacién de NAD.

En diversas realizaciones de los procedimientos de cribado de la divulgacion, la lesion axonal puede producirse
mediante una serie de procedimientos incluyendo lesién quimica de las células neuronales, lesion térmica de las
células neuronales, privacion de oxigeno de las células neuronales y lesion fisica de las células neuronales.

Se proporciona también un vector recombinante en diversas realizaciones. El vector puede comprender un promotor
ligado operativamente con una secuencia que codifica una proteina NMNAT1 o proteina NMNAT3 de mamifero. En
diversos aspectos de tales realizaciones, el vector recombinante puede ser un lentivirus o un virus adenoasociado.

Se proporciona también en diversas realizaciones un vector recombinante que comprende un promotor ligado
operativamente con una secuencia que codifica una proteina SIRT1. En diversos aspectos de tales realizaciones, el
vector recombinante puede ser un lentivirus o un virus adenoasociado.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra que la actividad de NMNAT1 de la proteina de fusién WId® produce una degeneracion retardada
de los axones lesionados, mostrando:

A) degeneracién walleriana in vitro en cultivos de explante neuronal de ganglios de raiz dorsal (DRG) infectados con
lentivirus que expresan la proteina WId® o EGFP, donde se muestran neuritas inmunorreactivas con tubulina Bl
antes de transeccion y 12, 24, 48 y 72 h después de transeccion (barra de escala= | mm y "*" denota la localizacion
de los cuerpos celulares antes de la retirada; y

B) degeneracion walleriana in vitro en neuronas de DRG infectadas con lentivirus que expresan EGFP solo, proteina
WId®, la porcion Ufd2a (70 residuos) de la proteina WId® fusionada con EGFP (Ufd2a(1-70)-EGFP), Ufd2a(1-70)-
EGFP con sefial de localizacion nuclear C-terminal, la porcion NMNAT1 de la proteina WId® fusionada con EGFP,
Ufd2a dominante-negativa (Ufd2a(P1140A)), o constructo de siRNA de Ufd2a, en que se muestran imagenes
representativas de neuritas y los datos de analisis cuantitativo de los nUmeros de neuritas restantes (porcentaje de
neuritas restantes respecto a antes de la transeccion + D.E.) en el punto temporal indicado con cada constructo
(parte inferior izquierda), y el ™" indica diferencia significativa (p< 0,0001) con las neuronas infectadas con EGFP;
mostrando también sefial de EGFP antes de la transeccion, que confirma la expresion transgénica (fila inferior, barra
de escala= 50 um) y andlisis de inmunotransferencia, que confirma la expresién de proteina por transferencia génica
lentivirica y la regulacién negativa por siRNA de la proteina Ufd2a (paneles inferiores derechos).

La Figura 2 ilustra que el suministro aumentado de NAD protege a axones de la degeneracion después de lesion,
mostrando:

A) actividad enziméatica de WId® de tipo silvestre y mutante y proteinas NMNAT1, en que se prepararon lisados a
partir de células HEK293, que expresan la proteina indicada, y se ensay6 la produccion de NAD usando
mononucleétido de nicotinamida como sustrato y la cantidad de NAD generada en 1 h se convirti6 en NADH, se
cuantifico por intensidad de fluorescencia y se normalizé a la concentracion de proteina total, mostrando que ambos
mutantes no tienen esencialmente actividad enzimatica; y

B) degeneracién walleriana in vitro en neuronas de DRG infectadas con lentivirus que expresan NMNAT1 o proteina
WId®, los mutantes de estas proteinas que carecen de actividad de sintesis de NAD, NMNAT1(W170A) y
WId*(W258A) o EGFP, donde el diagrama de barras muestra los datos de andlisis cuantitativo del nimero de
neuritas restantes en el punto temporal indicado para cada constructo (porcentaje de neuritas restantes respecto a
antes de la transeccion + D.E.) y el ™" indica diferencia significativa (p< 0,0001) con las neuronas infectadas con
EGFP;

C) expresion de proteina en células infectadas con lentivirus detectada por analisis de inmunotransferencia usando
anticuerpos del marcaje 6XHis; y

D) explante neuronal de DRG que expresa NMNAT1 o EGFP (control) cultivado con vincristina 0,5 pM, donde se
muestran imagenes representativas de neuritas (contraste de fases;

Barra= | mm) en los momentos indicados después de la adicion de vincristina, y se representa la cuantificacién del
efecto protector en los puntos temporales indicados como el area cubierta por neuritas respecto a la cubierta por
neuritas antes del tratamiento.

La Figura 3 ilustra que la proteccion axonal requiere el pretratamiento de neuronas con NAD antes de la lesion,
mostrando:

A) degeneracién walleriana in vitro usando explantes de DRG cultivados en presencia de diversas concentraciones
de NAD afadido 24 h antes de la transeccién axonal; y

B) explantes de DRG preincubados con NAD 1 mM durante 4, 8, 12, 24 o0 48 h antes de la transeccion, donde el
diagrama de barras muestra el nimero de neuritas restantes en cada experimento (porcentaje de neuritas restantes
respecto a antes de la transeccién + D.E.) en cada uno de los puntos temporales indicados y el "*" indica una
proteccion axonal significativa en comparacion con el control (p< 0,0001).

La Figura 4 ilustra que la proteccion axonal dependiente de NAD estid mediada por la activacion de SIRTL,
mostrando:

A) degeneracion walleriana in vitro usando cultivos de explante de DRG preincubados con NAD 1 mM solo (control)
0 en presencia de sirtinol 100 yuM (un inhibidor de Sir2) o 3-aminobencimida 20 mM (3AB, un inhibidor de PARP);
B) degeneracion walleriana in vitro usando cultivos de explante de DRG incubados con resveratrol (10, 50 o 100

UM); y
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C) izquierda: degeneracion walleriana in vitro usando cultivos de explante de DRG infectados con siRNA que
expresa lentivirus especifico de cada miembro de la familia de SIRT (SIRT1-7), donde el diagrama de barras
muestra el analisis cuantitativo del nimero de neuritas restantes (porcentaje de neuritas restantes respecto a antes
de la transeccion + D.E.) en el punto temporal indicado para cada afeccion y el "*" indica puntos significativamente
diferentes del control (< 0,0001);

tabla media: Efectividad de cada siRNA de SIRT (expresada como % de nivel de ARNm de tipo silvestre) usando
gRT-PCR en células NIH3T3 infectadas y

derecha: inmunotransferencia usando anticuerpos de SIRT1 para mostrar una expresion reducida de SIRT1 en
presencia de siRNA de SIRT1, que bloqueaba efectivamente la proteccién axonal dependiente de NAD.

La Figura 5 ilustra la ruta biosintética de NAD de mamifero en que se ilustra la biosintesis de NAD de mamifero
predicha basandose en el andlisis de expresion enzimatica y en estudios de levadura y eucariotas inferiores
(abreviaturas usadas: QPRT, quinolinato fosforribosiltransferasa; NaPRT, acido nicotinico fosforribosiltransferasa;
NmPRT, nicotinamida fosforribosiltransferasa; Nrk, ribésido de nicotinamida cinasa; NMNAT, mononucleétido de
nicotinamida adenililtransferasa; QNS, NAD sintetasa).

La Figura 6 ilustra el analisis de expresion de enzimas biosintéticas de NAD en mamifero, mostrando (A) los niveles
de ARNm de enzima biosintética de NAD se determinaron después de 1, 3, 7 y 14 dias después de transeccion del
nervio en DRG de rata por gRT-PCR, en que el nivel de expresion se normalizaba a la expresion de des-3-fosfato
de gliceraldehido deshidrogenasa en cada muestra y es indicativo respecto al nivel de expresion en DRG no
axotomizados; (B) la degeneracion de neurita introducida por incubacion de DRG en rotenona 1 o 0,1 uM durante el
tiempo indicado y los niveles de ARNm de enzima sintética de NAD se determinaron por qRT-PCR como se describe
en el texto.

La Figura 7 ilustra la localizacion subcelular de las enzimas NMNAT y su capacidad de proteger al axén, mostrando
(A) un ensayo de degeneracion walleriana in vitro usando cultivos de explante neuronal de DRG infectados con
lentivirus que expresan NMNAT1, cytNMNAT1 NMNAT3 o nucNMNAT3, en que se muestran fotos representativas
tomadas a las 12 y 72 horas después de la transeccion; (B) la localizacion subcelular de NMNAT1, cytNMNAT1,
NMNAT3 o nucNMNAT3 en células HEK293T usando inmunohistoquimica con anticuerpo contra el marcaje 6xHis
para detectar cada proteina y tincion de las células con el tinte marcador nuclear (bisbenzimida) como comparacion
para determinar la localizacién nuclear frente a citoplasmatica de cada proteina (barra de escala= 25 pm); (C) la
actividad enzimatica de NMNAT1 y NMNATS3 de tipo silvestre y mutante en que cada proteina marcada con 6xHis se
purificé del lisado de células HEK293T que expresan NMNAT1, cytNMNAT1, NMNAT3 nucNMNATS3, en que la
cantidad de NAD generado después de 1 h a 37 °C se convertia en NADH, se cuantificaba y se normalizaba a la
concentracion de proteina; (D) la expresiéon de proteina de NMNAT1, cytNMNAT1, NMNAT3 y nucNMNAT3 por
transferencia génica lentiviriva confirmada por analisis de inmunotransferencia de células HEK293T infectadas con
cada uno de los virus y (E) un ensayo de degeneracion walleriana in vitro usando cultivos de explante neuronal de
DRG infectados con lentivirus que expresan NMNAT1, cytNMNAT1, NMNAT3 o nucNMNAT3, que muestra datos de
andlisis cuantitativo de los nimeros de neuritas restantes a las 12, 24, 48 y 72 horas después de la axotomia.

La Figura 8 ilustra la aplicacion exdgena de sustratos biosintéticos de NAD y su capacidad de proteger al axon,
mostrando (A) un ensayo de degeneracién walleriana in vitro que usa cultivos de explante neuronal de DRG después
de la aplicacion exégena de NAD y NmR con fotos representativas tomadas a las 12, 24, 48 y 72 horas después de
la transeccion; (B) un ensayo de degeneracion walleriana in vitro usando cultivos de explante neuronal de DRG
después de la aplicacién exdgena de Na, Nam, NaMN, NMN, NaAD, NAD y NmR que muestra los datos de analisis
cuantitativo de los numeros de neuritas restantes a las 12, 24, 48 y 72 horas después de la axotomia; (C) explantes
neuronales de DRG infectados con lentivirus que expresan NaPRT e incubados con o sin Na 1 mM durante 24 horas
antes de la axotomia, en un ensayo de degeneracién walleriana in vitro que muestra los datos de analisis
cuantitativo de los nimeros de neuritas restantes a las 12, 24, 48 y 72 horas después de la axotomia.

La Figura 9 ilustra la transeccién de nervio optico después de inyeccion intravitrea de sustratos biosintéticos de NAD.
Se inyecté NAD, NMN, NmR o Nam en el compartimento intravitreo del ojo izquierdo de rata y se dejaron incorporar
las células ganglionares de retina durante 24 horas, después de lo cual se transeccioné el nervio 6ptico izquierdo por
enucleacion del ojo y se recogieron los nervios 6pticos derecho e izquierdo a los 4 dias después de la transeccion y
se analizaron por transferencia Western en que se usaron nervios Opticos transeccionados de ratones sin
tratamiento antes de la axotomia como control negativo; mostrando en la figura los datos de analisis cuantitativo del
porcentaje de inmunorreactividad de neurofilamento restante del nervio éptico transeccionado respecto a no
transeccionado * D.E.

DESCRIPCION DETALLADA
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La presente invencion implica procedimientos y composiciones para tratar neuropatias. Los procedimientos pueden
comprender administrar a un mamifero una cantidad efectiva de una sustancia que aumente la actividad de NAD en
neuronas enfermas y/o lesionadas. Se cree que la actividad aumentada de NAD puede actuar aumentando la
actividad sirtuina, que produce entonces una reduccién de la degeneracién axonal de células neuronales lesionadas
en comparacién con la degeneracién axonal que aparece en células neuronales lesionadas no tratadas con el
agente. Tal reduccion de la degeneracion axonal puede incluir una mejora completa o parcial de la lesion en la
neurona. Se cree también posible que el aumento en la actividad de NAD podria actuar a través de otros
mecanismos que no implican a moléculas de sirtuina que producen o contribuyen a la produccién de una reduccién
de la degeneracion axonal.

Siete moléculas de sirtuina conocidas referenciadas como SIRT constituyen la familia Sir2 de histona/proteina
desacetilasas en mamiferos, y todas tales moléculas de sirtuina estan incluidas dentro del alcance de la presente
divulgacion. Las siete sirtuinas humanas, SIRT1-SIRT7, son histona/proteina desacetilasas dependientes de NAD
que se describen mas completamente en relacion con los NCBI LocusLink ID No. 23411, 22933, 23410, 23409,
23408, 51548 y 51547, respectivamente (véase http://www.ncbi.nlm.hih.gov/LocusLink/). En diversos aspectos de la
divulgacion, los procedimientos y composiciones de la presente divulgacién pueden aumentar la actividad de una
cualquiera 0 mas de las sirtuinas y, en particular, diversos procedimientos de la presente divulgacion aumentan la
actividad de SIRT1.

Por actividad de una sustancia, se hace referencia a la concentracién de la sustancia particular o bien a la
efectividad funcional de la sustancia. La concentracién de una sustancia puede aumentarse mediante humerosos
factores incluyendo, por ejemplo, aumentar la sintesis, reducir la degradacion, aumentar la biodisponibilidad de la
sustancia o disminuir la union de la sustancia o aumentar de otro modo la cantidad disponible de sustancia libre.
Aumentar la efectividad funcional puede ser el resultado de, por ejemplo, un cambio en la conformaciéon molecular,
un cambio en las condiciones bajo las cuales actla la sustancia, un cambio en la sensibilidad hacia la sustancia y
similares. Aumentar la actividad con respecto a las moléculas de sirtuina pretende significar aumentar la
concentracion o potenciar la efectividad funcional o aumentar la disponibilidad de NAD o aumentar el flujo a través
de una o0 mas rutas sintéticas para NAD o cualquier combinacién de los mismos.

Las neuropatias pueden incluir cualquier enfermedad o afeccién que afecte a neuronas y/o células de soporte tales
como, por ejemplo, glia, células musculares, fibroblastos, etc., y en particular, aquellas enfermedades o afecciones
gue implican dafio axonal. El dafio axonal puede estar causado por lesion traumatica o por lesion no mecanica
debida a enfermedades o afecciones, y el resultado de tal dafio puede ser degeneracion o disfuncion del axén y
pérdida de la actividad neuronal funcional. Las enfermedades y afecciones productoras de o asociadas a dicho dafio
axonal estan entre un gran niumero de enfermedades y afecciones neuropaticas. Tales neuropatias pueden incluir
neuropatias periféricas, neuropatias centrales y combinaciones de las mismas. Ademas, las manifestaciones
neuropaticas periféricas pueden producirse por enfermedades centradas principalmente en el sistema nervioso
central, y las manifestaciones del sistema nervioso central pueden producirse por enfermedades esencialmente
periféricas o sistémicas.

Las neuropatias periféricas implican dafio en los nervios periféricos y pueden causarse por enfermedades de los
nervios 0 como resultado de dolencias sistémicas. Algunas de tales enfermedades pueden incluir diabetes, uremia,
enfermedades infecciosas tales como SIDA o lepra, deficiencias nutricionales, trastornos vasculares o de colageno
tales como aterosclerosis y enfermedades autoinmunitarias tales como lupus sistémico eritematoso, escleroderma,
sarcoidosis, artritis reumatoide y poliarteritis nodosa. La degeneracion de nervios periféricos puede ser también el
resultado de dafio traumatico, es decir mecanico, en nervios, asi como dafio quimico o térmico en nervios. Tales
afecciones que lesionan los nervios periféricos incluyen lesiones por compresion o atrapamiento tales como
glaucoma, sindrome del tanel carpiano, traumatismo directo, lesiones penetrantes, contusiones, fracturas o huesos
dislocados; presién que afecta a nervios superficiales (cubito, radio o peroné) que puede ser el resultado del uso
prolongado de muletas o de permanecer en una posicion demasiado tiempo o por un tumor; hemorragia intraneural;
isquemia; exposicion al frio o radiacion o a ciertas medicinas 0 sustancias toxicas tales como herbicidas o
plaguicidas. En particular, el dafio al nervio puede ser el resultado de lesiébn quimica debida a un agente
anticanceroso citotéxico tal como, por ejemplo, un alcaloide del vinca tal como vincristina. Los sintomas tipicos de
tales neuropatias periféricas incluyen debilidad, entumecimiento, parestesia (sensaciones anormales tales como
guemazdn, cosquilleo, pinchazos u hormigueos) y dolor en brazos, mano, piernas y/o pies. La neuropatia puede
estar también asociada a disfuncidon mitocondrial. Tales neuropatias pueden exhibir niveles de energia reducidos, es
decir, niveles reducidos de NAD y ATP.

La neuropatia periférica puede ser también una neuropatia metabdlica y endocrina que incluye un amplio espectro
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de trastornos de nervios periféricos asociados a enfermedades sistémicas de origen metabdlico. Estas
enfermedades, algunas de las cuales se mencionan anteriormente, incluyen diabetes sacarina, hipoglucemia,
uremia, hipotiroidismo, insuficiencia hepatica, policitemia, amiloidosis, acromegalia, porfiria, trastornos del
metabolismo de lipidos/glicolipidos, deficiencias nutricionales/vitaminicas y trastornos mitocondriales, entre otros. El
distintivo comun de estas enfermedades es la afectacion de nervios periféricos mediante la alteracion de la
estructura o funcién de mielina y axones debido a una desregulacién de la ruta metabdlica.

Las neuropatias pueden incluir también neuropatias épticas tales como glaucoma; degeneracién de ganglios de
retina tal como aquellas asociadas a retinitis pigmentaria y otras neuropatias retinales; neuritis y/o degeneracion del
nervio optico, incluyendo la asociada a esclerosis mdltiple; lesion traumatica en el nervio éptico que puede incluir,
por ejemplo, lesion durante la retirada de tumor; neuropatias épticas hereditarias tales como enfermedad de Kjer y
neuropatia Optica hereditaria de Leber; neuropatias Opticas isquémicas, tales como aquellas secundarias a arteritis
de células gigantes; neuropatias Opticas metabdlicas tales como enfermedades neurodegenerativas incluyendo la
neuropatia de Leber mencionada anteriormente, deficiencias nutricionales tales como deficiencias en vitaminas B12
0 acido félico, y toxicidades tales como debidas a etambutol o cianuro; neuropatias causadas por reacciones
adversas a farmacos y neuropatias causadas por deficiencia vitaminica. Las neuropatias opticas isquémicas
incluyen también neuropatia éptica isquémica anterior no arteritica.

Las enfermedades neurodegenerativas que estan asociadas a la neuropatia o axonopatia en el sistema nervioso
central incluyen una variedad de enfermedades. Tales enfermedades incluyen aquellas que implican demencia
progresiva tales como, por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, demencia senil, enfermedad de Pick y enfermedad
de Huntington; enfermedades del sistema nervioso central que afectan a la funcion muscular tales como, por
ejemplo, enfermedad de Parkinson, enfermedades de neuronas motoras y ataxias progresivas tales como esclerosis
lateral amiotréfica; enfermedades desmielinizantes tales como, por ejemplo, esclerosis multiple; encefalitis viricas
tales como, por ejemplo, aquellas causadas por enterovirus, arbovirus y herpesvirus simple y enfermedades
priénicas. Las lesiones mecénicas tales como glaucoma o lesiones traumaticas en la cabeza o médula pueden
causar también lesién nerviosa y degeneracion en el cerebro y médula espinal. Ademas, la isquemia y la apoplejia,
asi como afecciones tales como deficiencia nutricional y toxicidad quimica tal como con agentes quimioterapéuticos,
pueden causar neuropatias del sistema nervioso central.

El término "tratamiento” como se usa en la presente memoria pretende incluir intervencion antes o después de la
aparicion de lesion neuronal. Como tal, el tratamiento puede prevenir la lesion neuronal mediante la administracion
antes de que ocurra un ataque primario a las neuronas, asi como mejorar la lesiébn neuronal mediante la
administracion después de que ocurra un ataque primario a las neuronas. Tal ataque primario a las neuronas puede
incluir o ser el resultado de cualquier enfermedad o afeccion asociada a una neuropatia. "Tratamiento" incluye
también prevencion de la progresion de lesion neuronal. "Tratamiento" como se usa en la presente memoria puede
incluir la administracion de farmacos y/o sustancias sintéticas, la administracion de sustancias biolégicas tales como
proteinas, acidos nucleicos, vectores viricos y similares, asi como la administracién de sustancias tales como
nutracéuticos, aditivos alimentarios o alimentos funcionales.

Los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion son Utiles para tratar mamiferos. Tales mamiferos
incluyen seres humanos asi como mamiferos no humanos. Los mamiferos no humanos incluyen, por ejemplo,
animales de compafiia tales como perros y gatos, animales agricolas tales como ganado incluyendo vacas, caballos
y similares, y animales exoéticos tales como animales de zoo.

Las sustancias que pueden aumentar la actividad sirtuina en mamiferos pueden incluir polifenoles, algunos de los
cuales se han descrito anteriormente (véase, por ejemplo, Howitz et al., Nature 425: 191-196, 2003 y la informacion
suplementaria que acompafia al articulo). Tales compuestos pueden incluir estilbenos tales como resveratrol,
piceatanol, desoxirrapontina. trans-estilbeno y rapontina; calconas tales como buteina, isoliquiritigeno y 3,4,2',4',6'-
pentahidroxicalcona y calcona; flavonas tales como fisetina, 5,7,3',4',5'-pentahidroxiflavona, luteolina, 3,6,3',4"-
tetrahidroxiflavona, quercetina, 7,3',4'5'-tetrahidroxiflavona, kempferol, 6-hidroxiapigenina, apigenina, 3,6,2'.4'-
tetrahidroxiflavona, 7,4'-dihidroxiflavona, 7,8,3',4'-tetrahidroxiflavona, 3,6,2',3'-tetrahidroxiflavona, 4'-hidroxiflavona,
5,4'-dihidroxiflavona, 5,7-dihidroxiflavona, morina, flavona y 5-hidroxiflavona; isoflavonas tales como daidzeina y
genisteina; flavanonas tales como naringenina, 3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavanona y flavanona o catequinas tales
como (-)-epicatequina, (-)-catequina, (-)-galocatequina, (+)-catequina y (+)-epicatequina.

Pueden identificarse polifenoles adicionales u otras sustancias que aumentan la actividad sirtuina desacetilasa
usando sistemas de ensayo descritos en la presente memoria, asi como en ensayos comercialmente disponibles
tales como ensayos enzimaticos fluorescentes (Biomol International L.P., Plymouth Meeting, Pensilvania). Sinclair et
al. divulgan también sustancias que pueden aumentar la actividad sirtuina (Sinclair et al., W0O2005/02672).
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En diversos aspectos de la divulgacion, otras sustancias pueden aumentar la actividad sirtuina indirectamente
aumentando la actividad de NAD como resultado del funcionamiento de sirtuina particular a través de la actividad
histona/proteina desacetilasa dependiente de NAD. La actividad de NAD puede aumentarse mediante la
administracion de NAD o NADH asi como mediante la sintesis de NAD. El NAD puede sintetizarse a través de tres
rutas principales, la ruta de novo en que se sintetiza NAD a partir de triptéfano, la ruta de recuperacién de NAD en
que se genera NAD reciclando productos de NAD degradados tales como nicotinamida (Lin et al. Curent Opin. Cell
Biol. 15: 241-246, 2003;Magni et al., Cell Mol. Life Sci. 61: 19-34, 2004) vy la ruta de ribdsido de nicotinamida cinasa,
en que se convierte el ribésido de nicotinamida en mononucleétido de nicotinamida por la ribésido de nicotinamida
cinasa (Bieganowski et al., Cell 117: 495-502, 2004). Por tanto, administrar a neuronas lesionadas un precursor de
NAD en la ruta de novo tal como, por ejemplo, triptéfano o nicotinato y/o sustancias en la ruta de recuperacion de
NAD tales como, por ejemplo, nicotinamida, acido nicotinico, mononucleétido de acido nicotinico o desamidoNAD y/o
sustancias en la ruta de ribdsido de nicotinamida cinasa tales como, por ejemplo, ribésido de nicotinamida o
mononucleétido de nicotinamida, podria aumentar potencialmente la actividad de NAD. Como se muestra a
continuacion, el mononucleétido de nicotinamida, el mononucleétido de acido nicotinico o el ribdsido de
nicotinamida, ademas de NAD, protegian frente a la degeneracion axonal en una extensiéon similar al NAD, sin
embargo, el acido nicotinico y la nicotinamida no lo hacian. La actividad de NAD aumentada puede aumentar
entonces la actividad sirtuina histona/proteina desacetilasa en las neuronas lesionadas y disminuir o prevenir la
degeneracion axonal. Ademas, se cree que otras sustancias pueden actuar aumentando la actividad enzimatica o
aumentando los niveles de NAD, mononucleétido de nicotinamida, mononucleétido de &acido nicotinico, ribésido de
nicotinamida o enzimas sirtuinas o reduciendo la degradacion de NAD, mononucleétido de nicotinamida,
mononucleétido de acido nicotinico, ribésido de nicotinamida o enzimas sirtuinas.

En diversos aspectos de la divulgacion, puede aumentarse NAD en neuronas lesionadas administrando enzimas que
sinteticen NAD o &cidos nucleicos que comprendan enzimas que sinteticen NAD. Tales enzimas pueden incluir una
enzima de la ruta de novo para sintetizar NAD, una enzima de la ruta de recuperacion de NAD o una enzima de la
ruta de ribdsido de nicotinamida cinasa y, en particular, una enzima de la ruta de recuperacion de NAD tal como, por
ejemplo, una mononucleétido de nicotinamida adenililtransferasa (NMNAT) tal como NMNAT1. Por tanto, en un
ejemplo no limitante, la administraciéon de una NMNAT tal como NMNAT1 o NMNAT3 o un &cido nucleico que
comprende una secuencia que codifica una NMNAT tal como NMNAT1 o NMNAT3 puede disminuir o prevenir la
degeneracion axonal en neuronas lesionadas.

La enzima NMNAT1 (E.C.2.7.7.18) se representa segun los nimeros de acceso a GenBank para el gen y/o proteina
de NMNAT1 humana: NP_073624; NM_022787; AAL76934; AF459819 y NP_073624; AF314163. Es una variante
de este gen NMNAT2 (KIAA0479), cuya version humana puede encontrarse en los nimeros de acceso a GenBank
NP_055854 y NM_015039.

Como se usa en la presente memoria, el término "porcentaje de identidad" o "identidad porcentual” o "% de
identidad" hace referencia a la identidad de secuencia entre dos secuencias aminoacidicas o entre dos secuencias
nucleotidicas. La identidad puede determinarse cada una comparando una posicién en cada secuencia que puede
alinearse con fines de comparacion. Cuando una posicion equivalente en las secuencias comparadas esta ocupada
por la misma base o amino&cido, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion; cuando el sitio equivalente
esta ocupado por el mismo o similar residuo aminoacidico (p.ej., similar en la naturaleza estérica y/o electronica),
entonces puede hacerse referencia a las moléculas como homélogas (similares) en esa posicion. Expresiones como
porcentaje de homologia, similitud o identidad hacen referencia a una funcién del nimero de aminoacidos idénticos o
similares en posiciones compartidas por las secuencias comparadas. Pueden usarse diversos algoritmos y/o
programas de alineamiento, incluyendo FASTA, BLAST o ENTREZ. FASTA y BLAST estan disponibles como parte
del paquete de analisis de secuencias GCG (Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.) y pueden usarse, p.ej., con
los ajustes por defecto. ENTREZ estd disponible en el National Center for Biotechnology Information, National
Library of Medicine, National Institutes of Health, Bethesda, Md. En un aspecto de la divulgacion, la identidad
porcentual de dos secuencias puede determinarse por el programa GCG con una ponderacién de hueco de 1, p.€j.
cada hueco aminoacidico se pondera como su hubiera un solo desapareamiento aminoacidico o nucleotidico entre
las dos secuencias. Se describen otras técnicas para alineamiento en Methods in Enzymology, vol. 266: Computer
Methods for Macromolecular Sequence Analysis (1996), ed. Doolittle, Academic Press, Inc., una divisién de Harcourt
Brace & Co., San Diego, California, EE.UU. Preferiblemente, se utiliza para alinear las secuencias un programa de
alineamiento que permite huecos en la secuencia. El de Smith-Waterman es un tipo de algoritmo que permite
huecos en los alineamientos de secuencia. Véase Meth. Mol. Biol. 70: 173-187 (1997). También puede utilizarse el
programa GAP que usa el procedimiento de alineamiento de Needleman y Wunsch para alinear secuencias. Una
estrategia de busqueda alternativa usa el software MPSRCH, que funciona en un ordenador MASPAR. El MPSRCH
usa un algoritmo de Smith-Waterman para puntuar las secuencias en un ordenador masivamente paralelo. Este
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enfoque mejora la capacidad de captar coincidencias relacionadas distantes y es especialmente tolerante frente a
huecos pequefios y errores de secuencia nucleotidica. Las secuencias aminoacidicas codificadas por acido nucleico
pueden usarse para buscar en bases de datos tanto de proteina como de ADN. Se describen bases de datos con
secuencias individuales en Methods in Enzymology, ed. Doolittle, supra. Las bases de datos incluyen Genbank,
EMBL y la base de datos de ADN de Japén (DDBJ).

Una "variante" de un polipéptido hace referencia a un polipéptido que tiene una secuencia aminoacidica del
polipéptido en que estan alterados uno o mas residuos aminoacidicos. La variante puede tener cambios
"conservativos", donde el aminoacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares (p.gj.,
reemplazo de leucina por isoleucina). Una variante puede tener cambios "no conservativos" (p.ej., reemplazo de
glicina por triptéfano). Las variaciones menores analogas pueden incluir también deleciones o inserciones
aminoacidicas, o ambas. Pueden encontrarse directrices para determinar cuéles residuos aminoacidicos pueden
sustituirse, insertarse o eliminarse sin anular la actividad bioldgica o inmunoldgica usando programas informaticos
bien conocidos en la materia, por ejemplo el software LASERGENE (DNASTAR).

El término "variante", cuando se usa en el contexto de una secuencia polinucleotidica, puede englobar una
secuencia polinucleotidica relacionada con la de un gen particular o la secuencia de codificacion del mismo. Esta
definicion también puede incluir, por ejemplo, variantes "alélicas", de "corte y empalme", de "especie" o
"polimérficas”. Una variante de corte y empalme puede tener identidad significativa con una molécula de referencia,
pero generalmente tendrd un mayor o menor nimero de polinucleétidos debido al corte y empalme alterno de
exones durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido correspondiente puede poseer dominios funcionales
adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de especie son secuencias polinucleotidicas que varian de
una especie a otra. Los polipéptidos resultantes generalmente tendran identidad significativa de aminoéacidos los
unos con respecto a los otros. Una variante polimérfica es una variacion en la secuencia polinucleotidica de un gen
particular entre individuos de una especie dada. Las variantes polimoérficas también pueden englobar "polimorfismos
de un solo nucle6tido" (SNP) en que la secuencia polinucleotidica varia en una base. La presencia de SNP puede
ser indicativa, por ejemplo, de una cierta poblacién, un estado patolégico, o una propensién a un estado patolégico.

Un agente que puede usarse para tratar o prevenir una neuropatia de acuerdo con los procedimientos y
composiciones de la presente divulgacion puede comprender una mononucleétido de nicotinamida
adenililtransferasa (NMNAT) o un polinucledtido que codifica una NMNAT. En particular, el agente puede ser una
enzima que tiene actividad de NMNAT y al menos un 50 % de identidad con una NMNAT1 humana o al menos un 50
% de identidad con una NMNAT3 humana, al menos un 60 % de identidad con una NMNAT1 humana o al menos un
60 % de identidad con una NMNAT3 humana, al menos un 70 % de identidad con una NMNAT1 humana o al menos
un 70 % de identidad con una NMNAT3 humana, al menos un 80 % de identidad con una NMNAT1 humana o al
menos un 80 % de identidad con una NMNAT3 humana, al menos un 90 % de identidad con una NMNAT1 humana
0 al menos un 90 % de identidad con una NMNAT3 humana, al menos un 95 % de identidad con una NMNAT1
humana o al menos un 95 % de identidad con una NMNAT3 humana. Ademas, el agente puede comprender una
NMNAT1 humana, una NMNAT3 humana o variantes sustituidas conservativamente de las mismas.

El agente puede comprender también un polinucledtido que tiene al menos un 50 % de identidad con un &cido
nucleico que codifica una NMNAT1 humana o un polinucleétido que tiene al menos un 50 % de identidad con un
acido nucleico que codifica una NMNAT3 humana, un polinucleétido que tiene al menos un 60 % de identidad con un
acido nucleico que codifica una NMNAT1 humana o un polinucleétido que tiene al menos un 60 % de identidad con
un &cido nucleico que codifica una NMNAT3 humana, un polinucleétido que tiene al menos un 70 % de identidad con
un acido nucleico que codifica una NMNAT1 humana o un polinucleétido que tiene al menos un 70 % de identidad
con un acido nucleico que codifica una NMNAT3 humana, un polinucledtido que tiene al menos un 80 % de identidad
con un acido nucleico que codifica una NMNAT1 humana o un polinucledtido que tiene al menos un 80 % de
identidad con un acido nucleico que codifica una NMNAT3 humana, un polinucleétido que tiene al menos un 90 % de
identidad con un acido nucleico que codifica una NMNAT1 humana o un polinucleétido que tiene al menos un 90 %
de identidad con un &cido nucleico que codifica una NMNAT3 humana, un polinucleétido que tiene al menos un 95 %
de identidad con un acido nucleico que codifica una NMNAT1 humana o un polinucleétido que tiene al menos un 95
% de identidad con un acido nucleico que codifica una NMNAT3 humana. El agente puede ser también un
polinucleétido que codifica una NMNAT1 humana, una NMNAT3 humana o una variante del mismo.

El agente puede comprender también un polipéptido de sirtuina o un acido nucleico que codifica un polipéptido de
sirtuina. En particular, el agente puede comprender una enzima que tiene actividad de SIRT y al menos un 50 % de
identidad con una SIRT1 humana, al menos un 60 % de identidad con una SIRT1 humana, al menos un 70 % de
identidad con una SIRT1 humana, al menos un 80 % de identidad con una SIRT1 humana, al menos un 90 % de
identidad con una SIRT1 humana o al menos un 95 % de identidad con una SIRT1 humana. Ademas, el agente
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puede comprender una SIRT1 humana o variantes conservativamente sustituidas de la misma. El agente puede
comprender también un polinucledtido que tiene al menos un 50 % de identidad con un &cido nucleico que codifica
una SIRT1 humana, polinuclettido que tiene al menos un 60 % de identidad con un acido nucleico que codifica una
SIRT1 humana, un polinucleétido que tiene al menos un 70 % de identidad con un acido nucleico que codifica una
SIRT1 humana, un polinucleétido que tiene al menos un 80 % de identidad con un acido nucleico que codifica una
SIRT1 humana, un polinucleétido que tiene al menos un 90 % de identidad con un acido nucleico que codifica una
SIRT1 humana o un polinucleétido que tiene al menos un 95 % de identidad con un acido nucleico que codifica una
SIRT1 humana. Ademas, el agente puede comprender un polinucleétido que codifica una SIRT1 humana o una
variante de la misma.

La administracion puede ser mediante cualquier via de administracion adecuada, incluyendo bucal, dental,
endocervical, intramuscular, por inhalacién, intracraneal, intralinfatica, intramuscular, intraocular, intraperitoneal,
intrapleural, intratecal, intratraqueal, intrauterina, intravascular, intravenosa, intravesical, intranasal, oftalmica, oral,
Gtica, por perfusion biliar, perfusion cardiaca, periodontal, rectal, subcutanea medular, sublingual, topica, intravaginal,
transdérmica, ureteral o uretral. Las formas de dosificacién pueden ser en aerosol, incluyendo aerosol medido, barra
masticable, cépsula, cépsula que contiene aglomerados recubiertos, capsula que contiene aglomerados de
liberacion retardada, capsula que contiene aglomerados de liberacion extendida, concentrado, crema, crema
potenciada, crema de supositorio, disco, apdsito, elixir, emulsiéon, enema, fibra de liberacion extendida, pelicula de
liberacién extendida, gas, gel, gel medido, granulo, granulo de liberacién retardada, granulo efervescente, goma de
mascar, implante, inhalante, inyectable, complejo lipidico inyectable, liposomas inyectables, inserto, inserto de
liberacion extendida, dispositivo intrauterino, jalea, liquido, liquido de liberacion extendida, locion, locion potenciada,
locién de champu, aceite, pomada, pomada potenciada, pasta, pastilla, aglomerado, polvo, polvo de liberacién
extendida, polvo medido, anillo, champu, solucién de jabén, solucion para papilla refrigerante, solucion/gotas,
solucién de concentrado, gel que forma solucién/gotas, esponja, pulverizador, pulverizador medido, supositorio,
suspension, suspension/gotas, suspension de liberacion extendida, torunda, jarabe, comprimido, comprimido
masticable, comprimido que contiene particulas recubiertas, comprimido de liberacion retardada, comprimido
dispersable, comprimido efervescente, comprimido de liberacion extendida, comprimido de disgregacion oral,
tampon, cinta o pastilla para chupar/pildora.

La administracién intraocular puede incluir administracion por inyeccion, incluyendo inyeccion intravitrea, por gotas
oculares y por suministro transescleral.

La administracion puede ser también por inclusion en la dieta del mamifero, tal como en un alimento funcional para
seres humanos o animales de compafiia.

Se contempla también que ciertas formulaciones que contienen las composiciones que aumentan la actividad
sirtuina se administren por via oral. Tales formulaciones preferiblemente se encapsulan y formulan con vehiculos
adecuados en formas de dosificacién solidas. Algunos ejemplos de vehiculos, excipientes y diluyentes adecuados
incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma arabiga, fosfato de calcio alginatos, silicato
de calcio, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, gelatina, jarabe, metilcelulosa, hidroxibenzoatos de
metilo y propilo, talco, magnesio, estearato, agua, aceite mineral y similares. Las formulaciones pueden incluir
adicionalmente agentes lubricantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes
conservantes, agentes edulcorantes 0 agentes aromatizantes. Las composiciones pueden formularse para
proporcionar una liberacién rapida, mantenida o retardada de los ingredientes activos después de la administraciéon
al paciente, empleando procedimientos bien conocidos en la materia. Las formulaciones pueden contener también
sustancias que disminuyan la degradacion proteolitica y promuevan la absorcién tales como, por ejemplo, agentes
tensioactivos.

La dosis especifica puede calcularse entonces de acuerdo con el peso corporal o area superficial corporal
aproximados del paciente o el volumen de espacio corporal que ocupa. La dosis dependera también de la via de
administracion particular seleccionada. El refinamiento adicional de los célculos necesario para determinar la
dosificacién apropiada para tratamiento se realiza rutinariamente por los especialistas en la materia. Tales calculos
pueden realizarse sin experimentacion indebida por un especialista en la materia en vista de la actividad en
preparaciones de ensayo tales como se han descrito en otro lugar para ciertos compuestos (véase, por
ejemplo,Howitz et al., Nature 425: 191-196, 2003 y la informacién suplementaria que acompafia al articulo). Las
dosificaciones exactas pueden determinarse junto con estudios de dosis y respuesta estandares. Se entendera que
la cantidad de composicion administrada realmente se determinard por un facultativo en vista de las circunstancias
relevantes, incluyendo la afeccién o afecciones para tratar, la eleccién de la composicion para administrar, la edad,
peso y respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y la via de administracion elegida.
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En diversos aspectos de la divulgacion, se divulgan procedimientos de cribado de agentes candidatos. En uno de
tales procedimientos de ensayo, se ensaya en los agentes la efectividad en la reduccién o prevenciéon de la
degeneracion axonal de células neuronales lesionadas. Se administran por tanto los agentes candidatos a células
neuronales sometidas a lesion y se detecta una reduccion de la degeneracion axonal de las células neuronales
lesionadas. Tipicamente, el agente se afiade antes de producirse la lesion, sin embargo, en algunos aspectos, la
lesién puede producirse antes de la adicion del compuesto candidato. El procedimiento puede practicarse in vitro o in
vivo. Las pruebas in vitro pueden practicarse usando cualquiera de una serie de células neuronales de mamifero
bajo una variedad de condiciones experimentales en que se desencadena la lesién. Son un ejemplo de tipos de
célula neuronal de mamifero que pueden usarse las células de ganglio de raiz dorsal primaria lesionadas por
transeccion y retirada del cuerpo celular neuronal o bien el crecimiento en medios que contienen vincristina como se
describe a continuacion. Las pruebas in vivo pueden practicarse en animales intactos tales como, por ejemplo, un
modelo de regeneracion de nervios periféricos en ratén (Pan et al., J. Neurosci. 23: 11479-11488, 2003) o un modelo
de neuronopatia motora progresiva en ratén (Schmalbruch et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol. 50: 192-204,
1991;Ferri et al., Current Biol. 13: 669-673, 2003).

Debido a que el mecanismo de reduccion o prevencién de la lesidon neuronal es el resultado de un aumento de la
actividad de histona/proteina desacetilasa dependiente de NAD de las moléculas de sirtuina, el procedimiento de
ensayo puede usarse también como cribado primario para sustancias que aumenten directamente la actividad
sirtuina o bien a través del aumento de la actividad de NAD. Por tanto, los procedimientos anteriores pueden usarse
para cribar agentes que aumenten la actividad biosintética de NAD o agentes que aumenten la actividad sirtuina en
neuronas.

Los vectores recombinantes que sirven como vehiculos para un acido nucleico que codifica una molécula de sirtuina
0 una enzima para la biosintesis de NAD estan también dentro del alcance de la presente divulgaciéon. Tales
vectores recombinantes pueden comprender un promotor ligado operativamente con una secuencia que codifica una
proteina NMNAT1 de mamifero o una proteina sirtuina de mamifero tal como una proteina SIRT1. Tales vectores
recombinantes pueden ser cualquier vector adecuado tal como, por ejemplo, un lentivirus o virus adenoasociado.
Puede usarse también cualquier promotor adecuado tal como, por ejemplo, un promotor de ubiquitina, un promotor
de CMV o un promotor de B-actina.

La invencion puede entenderse adicionalmente por referencia a los ejemplos siguientes, algunos de los cuales no
entran dentro del alcance de las reivindicaciones y se incluyen solo con fines de referencia.

EJEMPLO 1

Este ejemplo demuestra que los axones transeccionados de neuronas transfectadas con un vector que expresa la
proteina WId® muestran una degeneracion retardada en comparacion con neuronas de control.

En ratones con wid®, se ha mostrado que se retarda la degeneracion walleriana en respuesta a la lesion axonal
(Gillingwater, et al., JPhysiol, 534: 627-639, 2001). El analisis genético ha mostrado que la mutaciéon wid® comprende
un triplicado en tandem de 85 kb que da como resultado la sobreexpresién de una molécula nuclear quimérica (la
proteina WId®). Esta proteina estd compuesta por los 70 AA N-terminales de Ufd (proteina de degradacion de la
fusién de ubiquitina)2a, un factor de ensamblaje de la cadena de ubiquitina, fusionados con la secuencia completa
de mononucleétido de nicotinamida adenililtransferasa (NMNATZ1), un enzima de la ruta de recuperacion de NAD que
genera NAD en el nlcleo. La proteina WId® tiene actividad de NMNAT, pero carece de funcion ligasa de ubiquitina,
sugiriendo que la proteccion axonal deriva de la actividad de NMNAT1 aumentada o de una inhibiciéon "dominante
negativa" de la funcion de Ufd2a.

Para identificar el mecanismo de degeneracion axonal retardada mediado por la proteina WId®, se emple6 un modelo
de degeneracion walleriana in vitro. Se infectaron neuronas de explante de DRG primario con lentivirus que
expresan las proteinas apropiadas y se lesionaron los axones por retirada del cuerpo celular neuronal (transeccion)
o bien crecimiento en vincristina (toxico).

Los constructos de expresion lentivirica se proporcionaron amablemente por D. Baltimore (Lois, et al., Science 295:
868-72, 2002). Se madificod el vector FUGW para generar un vector lanzadera de expresiéon general FUIV (promotor
de ubiquitina-gen de interés-IRES-YFP potenciada (Venus)) que posibilita una expresion potenciada de YFP en
células que expresan el gen de interés. Se clonaron las siguientes proteinas en el vector FUIV, cada una con un
marcaje de hexahistidina en el extremo C. Proteina mutante quimérica WId®; Ufd2a que contiene una mutacion
puntual (P1140A), que se ha mostrado anteriormente que inhibe la funcién de Ufd2a de tipo silvestre como
"dominante negativa" (Ufd2a(P1140)). Se clonaron los siguientes genes en el vector FUGW: 1) Los primeros 70 AA
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de Ufd2a (la porcién contenida en la proteina WId®) fusionados con el extremo N de EGFP (Ufd2a(1-70)-EGFP) o
EGFP con sefial de localizacion nuclear en el extremo C (Ufd2a(1-70)-nucEGFP). 2) La porcién de NMNATL1 de la
proteina WId® fusionada con el extremo C de EGFP (EGFP-NMNAT1).

Se proporciond el ADNc de murino para Ufd2a/Ubedb (mKIAA0684) por el Kazusa DNA Research Institute. Los
ADNc de murino para NMNAT1 (nimero de acceso: BC038133) se adquirieron en la ATCC. Se usé mutagénesis
mediada por PCR para generar mutaciones puntuales en Ufd2a, NMNAT1 y Wid°.

Se generaron constructos de siRNA en el vector FSP-si generado a partir de la cadena principal de FUGW
reemplazando el promotor de ubiquitina y el ADNc de GFP por el promotor U6 humano y la sefial de terminacién Pol
| seguido de promotor de SV40-gen de puromicina N-acetiltransferasa. Se practicé la clonacién del constructo de
siRNA como se describe anteriormente, de modo que el siRNA se transcriba a partir del promotor U6 (Castanotto, et
al.,RNA, 8: 1454-60, 2002). Las secuencias usadas para la regulacion negativa por siRNA de la expresion de
proteina fueron 1692-1710 de SIRT1, 1032-1050 de SIRT2, 538~556 de SIRT3, 1231~1249 de SIRT4, 37~55 de
SIRT5, 1390~1408 de SIRT6 y 450-468 de SIRT7. Se confirm6 la integridad de cada constructo de expresion
lentivirica y de siRNA por secuenciacion de ADN.

Se cultivaron explantes de DRG de ratén de embriones E12.5 en presencia de factor de crecimiento nervioso 1 nM.
Se retiraron las células no neuronales de los cultivos afiadiendo 5-fluorouracilo al medio de cultivo. Se practicé la
transeccién de neuritas a 10-20 DIV usando una aguja de calibre 18 para retirar los cuerpos celulares neuronales.
Se practico la incubacion con dinucledtido de B-nicotinamida y adenina (Sigma) o Sirtinol (Calbiochem) usando las
condiciones indicada en el texto o las figuras.

Se generaron vectores de expresion lentivirica usando células HEK293T como se describen anteriormente. Para la
confirmacion de la expresion de proteina derivada de lentivirus, se infectaron células HEK293T con lentivirus y se
lisaron 3 dias después de la infeccion. Se analizaron estos lisados por inmunotransferencia usando el anticuerpo
monoclonal anti-marcaje His (Qiagen) para detectar la expresién de las proteinas marcadas con hexahistidina
respectivas. Se practicd la infeccién lentivirica de neuronas de DRG incubando ~10°-10’ ufp de virus/ml con el
explante de DRG durante 24 h empezando 3-7 dias antes de la transeccion axonal. Se examinaron las neuronas
infectadas bajo un microscopio fluorescente invertido para asegurar una expresion de transgén mediada por
lentivirus detectable en > 95 % de las neuronas.

Se practicé el analisis cuantitativo de la degeneracion axonal como se describe anteriormente (Zhai, et al., Neuron
39: 217-25, 2003). Brevemente, se examinaron los cultivos usando microscopio de contraste de fases en los
momentos indicados. Los axones con una apariencia fragmentada no refractiva se designaron como "degenerados".
En cada punto temporal, se puntuaron con anonimato al menos 200 axones distinguibles individualmente a partir de
varias imagenes tomadas aleatoriamente de cada cultivo. Se ensay6 cada condicidn en explantes por triplicado en
cada experimento. Se obtuvieron resultados de 2-4 experimentos independientes para cada condicién. Se practicé el
andlisis estadistico mediante la prueba de t de Student. Para los calculos del area cubierta por neuritas, se
analizaron iméagenes capturadas digitalmente de muestra por cuadriplicado de dos experimentos independientes
usando el software Analyis 3.1 (Soft Imaging System, Lakewood, CO).

Se encontré que los axones transeccionados de neuronas que expresan la proteina WId® degeneraban con la
cinética retardada caracteristica de neuronas derivadas de ratones con wid*(Buckmaster, et al., Eur J Neurosci 7:
1596-602,1995) como se muestra en la Figura 1A.

A continuacion, se comparé la degeneracion axonal después de transeccion en neuronas que sobreexpresan la
proteina WId® con aquellas que expresan las porciones Ufd2a o NMNAT1 que constituyen la proteina WId® ligadas a
EGFP. Se muestran los resultados en la Figura 1B.

Se encontré que la expresion de la degeneracion axonal retardada por EGFP-NMNATL1 es comparable a la de la
proteina WId® misma, mientras que los 70 AA N-terminales de Ufd2a (fusionados con EGFP), orientados a nucleo o
bien a citoplasma, no afectaban a la degeneracién axonal. Se practicé la cuantificacion de estos efectos contando el
porcentaje de neuritas restantes en diversos momentos después de la retirada de los cuerpos celulares neuronales.
Este andlisis mostré que la EGFP-NMNAT1, como la proteina WId® misma, daba como resultado un aumento de >10
veces de neuritas intactas 72 h después de la lesion. Para excluir adicionalmente la implicacién directa de UPS en la
proteccién axonal mediada por la proteina WId°®, se examiné el efecto de la inhibicion de Ufd2a usando un mutante
de Ufd2a dominante negativo o un constructo de siRNA de Ufd2a. Sin embargo, ninguno de estos procedimientos
daba como resultado una degradacion axonal retardada en respuesta a la axotomia. Conjuntamente, estos
experimentos demostraron que la porcion NMNAT1 de la proteina WId® es responsable de la degeneracion axonal
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retardada observada en ratones con wid®.
EJEMPLO 2

Este ejemplo muestra que las mutaciones en NMNAT1 completa y en la proteina WId® anulan los efectos protectores
axonales de las proteinas .

La NMNAT1 es una enzima de la ruta de recuperacién de NAD nuclear que cataliza la conversion de
mononucledtido de nicotinamida (NMM) y mononucleétido de nicotinato (NaMN) en NAD y mononucleétido de
nicotinato y adenina (NaAD), respectivamente. La proteccion axonal observada en neuronas que sobreexpresan
NMNAT1 podria estar mediada por su capacidad de sintetizar NAD (es decir, su actividad enzimatica) o, quizas, por
otras funciones desconocidas de esta proteina. Para enfrentarse a esta cuestion, se uso la estructura cristalina de
NMNAT1 para identificar varios residuos que se predice que participan en la unién a sustrato. Se genomanipuld una
mutacién en uno de estos residuos (W170A) en NMNAT1 completa y la proteina WId®. Los ensayos enzimaticos in
vitro confirmaron que ambas de estas proteinas mutantes estaban gravemente limitadas en su capacidad de
sintetizar NAD (Fig. 2A). Se introdujeron en neuronas cada uno de estos mutantes y sus respectivas contrapartidas
de tipo silvestre para valorar su capacidad de proteger a los axones de la degradacion. Se encontré6 que las
neuronas que expresan estos mutantes enzimaticamente inactivos no tenian efectos protectores axonales (Fig. 2A),
indicando que la produccion de NAD/NaAD es responsable de la capacidad de NMNAT1 de prevenir la degradacion
axonal.

EJEMPLO 3

Este ejemplo ilustra que la actividad aumentada de NMNAT en neuronas lesionadas con vincristina muestra también
una degradacién axonal retardada.

Ademaés de la transeccién mecanica, se observa también proteccion axonal en ratones con wid® frente a otros
agentes dafiinos tales como isquemia y toxinas (Coleman, et al., Trends Neurosci 25: 532-37, 2002; Gillingwater, et
al., J Cereb Blood Flow Metab 24: 62-66, 2004). Se busc6 determinar si la actividad de NMNAT aumentada
retardaria también la degradacién axonal en respuesta a otros tipos de lesién axonal tales como vincristina, un
reactivo quimioterapéutico del cancer con toxicidad axonal bien caracterizada. Se hicieron crecer neuronas que
expresan NMNAT1 o EGFP (control) en vincristina 0,5 uM durante hasta 9 d. Se encontré que los axones de
neuronas que expresan NMNAT1 mantenian su longitud y refractabilidad originales, mientras que los axones que
emanan de neuronas que expresan EGFP se retraian gradualmente y habian degenerado en su mayoria para el dia
9 (Fig. 2B). Estos resultados indican que la actividad de NMNATL1 por si misma puede proteger a los axones de una
serie de ataques y media los efectos protectores observados en ratones con wid®,

EJEMPLO 4

Este ejemplo muestra que el NAD administrado exdgenamente puede proteger a neuronas lesionadas de la
degeneracion axonal.

Experimentos previos han mostrado que las células neuronales expresan proteinas de membrana que pueden unirse
a y transportar NAD extracelular a la célula (Bruzzone, et al., Faseb J 15: 10-12, 2001). Esto alent6 a investigar si el
NAD administrado exdgenamente podria prevenir la degeneracion axonal. Se afiadieron diversas concentraciones
de NAD a cultivos neuronales antes de la transeccidn axonal y se examind la extension de la degradacién axonal. Se
encontré que el NAD 0,1-1 mM afiadido 24 h antes de la axotomia retardaba significativamente la degeneracion
axonal, aunque el NAD aplicado exdgenamente era ligeramente menos efectivo en la proteccién de axones que la
expresion de NMNAT1 mediada por lentivirus (Fig. 3A). Estos resultados proporcionan un apoyo directo a la idea de
gue un suministro de NAD aumentado puede prevenir la degradacién axonal.

EJEMPLO 5

Este ejemplo ilustra que se requeria NAD antes de la retirada de los cuerpos celulares neuronales para proteger a
las neuronas lesionadas de la degeneracién axonal.

Para entender mejor el mecanismo de proteccion axonal dependiente de NAD (NDAP), se examiné si se requeria
NAD antes de la retirada de los cuerpos de células neuronales, o si la exposicién directa de los axones seccionados
a altos niveles de NAD era suficiente para proporcionar proteccion (Fig. 3B). Se prepararon cultivos neuronales y se
afadi6 NAD 1 mM al medio de cultivo en el momento de la transecciéon axonal o en diversos momentos (4 a 48 h)
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antes de la lesion.

Se encontré que administrar NAD en el momento de la transeccién axonal, o durante hasta 8 h antes de la lesién, no
tenia efectos protectores sobre los axones. Sin embargo, se observé una preservacion axdnica significativa cuando
se incubaban las neuronas con NAD durante periodos mas largos de tiempo antes de la lesion, apareciendo los
mayores efectos después de al menos 24 h de pretratamiento con NAD. Estos resultados indican que la proteccién
axonal dependiente de NAD no esta mediada por una modificacién postraduccional rapida en los axones mismos.

El requisito de una exposicién extendida a NAD de las neuronas intactas para prevenir la degradaciéon axonal en
respuesta a lesién sugiere que el proceso protector requiere eventos transcripcionales y/o traduccionales de novo.
De forma interesante, tanto la proteina WId® como NMNAT1 estén localizadas en el ntcleo (datos no mostrados). De
forma similar, la mayoria de enzimas que constituyen la ruta de recuperacién de NAD en levadura estan también
compartimentalizadas en el nicleo. Se compararon los niveles de NAD en neuronas de DRG de tipo silvestre y que
expresan NMNAT1 usando ensayos enzimaticos a microescala sensibles (Szabo, et al., Proc Natl Acad Sci USA, 93:
1753-58,1996), sin embargo, no se encontraron cambios en los niveles de NAD celular globales (datos no
mostrados). Esto es similar a las observaciones en levadura, en que la activacién de esta ruta nuclear no cambiaba
los niveles globales de NAD (Anderson, et al., J Biol Chem, 277: 18881-90, 2002;Huh, et al., Nature, 425: 686-91,
2003). Ademas, los niveles de NAD de tejido en los cerebros de ratones de tipo silvestre y con wid® son similares a
pesar de los niveles aumentados de actividad de NMNAT1 en los ratones con wld® (Mack, et al., Nat Neurosci, 4:
1199-206, 2001). Estos datos sugieren que la actividad enzimatica dependiente de NAD en el nucleo, en
contraposicion con los procesos dependientes de NAD citoplasmaticos, es probable que medie la protecciéon axonal
observada en respuesta a la actividad de NMNAT aumentada.

EJEMPLO 6
Este ejemplo muestra que la inhibicién de Sir2 esta implicada en la proteccion axonal dependiente de NAD.

La familia de Sir2 de proteina desacetilasas y poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) son las actividades enzimaticas
nucleares dependientes de NAD principales. Sir2 es una desacetilasa de histonas y otras proteinas dependiente de
NAD, y su activacién es basica para promover una longevidad aumentada en levadura y C. elegans (Bitterman, et
al., Microbiol Mol Biol Rev, 67: 376-99, 2003;Hekimi, et al., Science 299: 1351-54, 2003). La PARP se activa por el
dafio al ADN y esta implicada en la reparacion de ADN (S.D. Skaper, Ann NY Acad Sci, 993: 217-28 y 287-88,
2003). Estas enzimas, en particular las proteinas Sir2, han generado un gran interés en los Ultimos afios ya que
proporcionan un vinculo potencial entre la restriccion calérica y sus efectos sobre el proceso de envejecimiento. La
importancia de estas enzimas dependientes de NAD en la regulacién de la actividad génica impulsé la investigacion
de su papel en el proceso autodestructivo de la degradacién axonal. Por lo tanto, se ensayé si los inhibidores de Sir2
(Sirtinol) y PARP (3-aminobenzamida (3AB)) podrian afectar a la proteccion axonal dependiente de NAD (NDAP)
(Fig. 4A). Se cultivaron las neuronas en presencia de NAD 1 mM vy Sirtinol (100 uM) o 3AB (20 mM). Se practicé la
transeccién axonal mediante la retirada de los cuerpos celulares neuronales y se valoré la extension de la
degradacion axonal 12 a 72 h después. Se encontré que el Sirtinol bloqueaba efectivamente el NDAP, indicando que
la proteinas Sir2 son efectoras probables de este proceso. En contraposicion, 3AB no tenia efecto sobre NDAP,
indicando que la PARP no desempefia un papel en la proteccion axonal. Para examinar adicionalmente el papel de
las proteinas Sir2 en NDAP, se ensayaron los efectos de resveratrol (10~100 uM), un compuesto de polifenol que
potencia la actividad de Sir2 (Howitz, et al., Nature, 425: 191-96, 2003). Se encontré que las neuronas tratadas con
resveratrol antes de la axotomia mostraban una reduccién de la degradacién axonal que era comparable con la
obtenida usando NAD (Fig. 4A), proporcionando un apoyo adicional a la idea de que las proteinas Sir2 son efectoras
de la proteccion axonal mediada por la actividad de NMNAT aumentada.

EJEMPLO 7
Este ejemplo muestra que SIRT1 esta implicada en la proteccion axonal dependiente de NAD.

En seres humanos y roedores, se han identificado siete moléculas que comparten el dominio conservado Sir2
(sirtuina (SIRT)1 a 7), aunque algunas de estas proteinas no parecen tener actividad histona/proteina desacetilasa
(Buck, et al., J Leukoc Biol, S0741-5400, 2004). SIRT1 esta localizada en el nucleo y estd implicada en la
remodelacion de cromatina y la regulacién de factores de transcripcién tales como p53 (J. Smith, Trends Cell Biol,
12: 404-406, 2002). La localizacion celular de otras proteinas SIRT es menos clara, pero se han encontrado algunas
en el citoplasma y en mitocondria. Para determinar cual proteina o proteinas SIRT estan implicadas en la proteccion
axonal dependiente de NAD, se practicaron experimentos de desactivacion génica usando constructos de SsiRNA
para orientar especificamente a cada miembro de la familia de SIRT. Se infectaron las neuronas con lentivirus que
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expresan constructos de siRNA de SIRT especificos que suprimian efectivamente la expresion de su diana
pretendida (Fig. 4B). Se cultivaron las neuronas infectadas en NAD 1 mM y se practic6é la transeccion axonal
retirando los cuerpos celulares. Se encontré que el constructo de siRNA de SIRT1 era tan efectivo en el bloqueo de
los efectos protectores axonales de NAD como el inhibidor Sirtinol. En contraposicién, la inhibicién de las demas
proteinas SIRT no tenia efectos significativos sobre NDAP (Fig. 4B). Estos resultados indican que SIRT1 es el
efector principal del suministro de NAD aumentado que previene efectivamente la autodestrucciéon axonal. Aunque
SIRT1 puede desacetilar proteinas directamente implicadas en la estabilidad axonal, su localizacion
predominantemente nuclear junto con el requisito de NAD 24 h antes de la lesion para una proteccion efectiva,
sugiere que SIRT1 regula un programa genético que conduce a la proteccién axonal.

La degeneracién axonal es un fenémeno autodestructivo activo, observado no solo después de lesion y en respuesta
a quimioterapia, sino también en asociacion con el envejecimiento, enfermedades metabdlicas tales como
neuropatia diabética y enfermedades neurodegenerativas. Los resultados indican que el mecanismo molecular de
proteccion axonal en los ratones con wid® es debido a un suministro aumentado de NAD resultante de la actividad
potenciada de la ruta de recuperacién de NAD y la consiguiente activacion de la histona/proteina desacetilasa
SIRTL.

EJEMPLOS 8-11
Se usaron los siguientes Materiales y Procedimientos en los Ejemplos 8-11.

Construccion de plasmidos de expresion y mutagénesis. Se amplificaron por PCR regiones de codificaciéon de
las enzimas biosintéticas de NAD a partir de los clones de EST BC038133 para NMNAT1 de murino y BC005737
para mononucleétido de nicotinamida adenililtransferasa 3 (NMNAT3) de murino, usando Herculase (Stratagene). El
ADNc marcado con hexahistidina de NAD sintetasa humana (QNS) se proporcioné amablemente por el Dr. N. Hara
(Universidad de Shimane, Shimane, Japon). Se afiadio el marcaje de hexahistidina en el extremo 3' de cada ADNCc.
Se generd6 NMNATL1 citosélica mutante (cytNMNAT1) mediante mutagénesis dirigida a sitio mediada por PCR. Se
generd la forma nuclear de NMNAT3 (nucNMNAT3) afiadiendo una sefial de localizacién nuclear al extremo C-
terminal de NMNAT3. Se clon6 cada fragmento de enzima sintética de NAD amplificado por PCR en el vector
lanzadera lentiivirico FCIV como se describe anteriormente. Se secuenci6 la integridad de todos los constructos
usando los kits de secuenciacion Taqg DyeDeoxy Terminator Cycle (Applied Biosystems) y un secuenciador de ADN
373 de Applied Biosystems.

Sustratos biosintéticos de NAD. Se adquirieron todos los sustratos biosintéticos de NAD en Sigma (Na, Nam,
NMN, NaMN, dinucleétido de acido nicotinico y adenina (NaAD) y NAD). Se sintetizé el NmR a partir de NMN. Se
confirmo6 la conversién de NMN en NmR por HPLC (Waters) usando la columna en fase inversa LC-18T (Supelco).
NmR eluye a 260 + 10 segundos y NMN eluye a 150 + 10 segundos bajo caudal de 1 ml/min de tampén que
contiene K;HPO,4 50 mM y KH2PO4 50 mM (pH 7,0). Se tuvo acceso a la actividad biolégica de NmR como se
describe anteriormente usando cepas de levadura proporcionadas amablemente por el Dr. Charles Brenner
(Dartmouth Medical School, Nueva Hampshire, EE.UU.).

Analisis de PCR de transcripcion inversa cuantitativa instantanea. Se practicaron todos los procedimientos
quirdrgicos de acuerdo con las directrices de los Institutos Nacionales de Salud para el uso y cuidado de animales de
laboratorio en la Universidad de Washington. Para el analisis de expresion después de lesidon nerviosa, se
transeccionaron los nervios ciaticos de un ratén C57BL/6 en L4 y L5. Se recogieron los DRG en los puntos
temporales indicados y se combinaron para extraer el ARN. Se cultivaron explantes de DRG de rata de embriones
E14.5 durante 14 dias de acuerdo con el procedimiento descrito, se cultivaron con medios que contenian vincristina
10 nM durante el periodo indicado y se extrajo el ARN. Se prepararon los ARN totales de las fuentes de tejido
combinadas o cultivos de explante de DRG. Se prepararon moldes de ADNc de primera hebra a partir de 1 pug de
cada ARN usando procedimientos estandares. Se practicaron dos sintesis de ADNc independientes para cada
muestra de ARN. Se practicd la transcripcion inversa cuantitativa (RT)-PCR monitorizando instantaneamente el
aumento de fluorescencia del tinte SYBR-GREEN en un sistema de deteccion de secuencia TagMan 7700 (Applied
Biosystems).

Cultivo celular, axotomia in vitro y cuantificacion de la degeneracidon axonal.Se cultivaron explantes de DRG de
ratén de embriones E12.5 en DMEM que contenia 10 % de FCS vy factor de crecimiento nervioso 1 nM. Se retiraron
las células no neuronales de los cultivos afiadiendo 5-fluorouracilo a los medios de cultivo. Se practicé la transeccién
de las neuritas a 14-21 DIV usando una aguja de calibre 18 para retirar los cuerpos celulares neuronales. Se
generaron los vectores de expresion lentiviricos. Se practico la infeccion lentivirica 3-7 dias antes de la transeccion
axonal durante 24 h. Se practico el andlisis cuantitativo de la degeneracion de neuritas.
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Determinacion de la expresién y localizacién de proteina.Para la confirmacion de la expresion de proteina, se
infectaron células HEK293T con un virus que expresa cada una de las enzimas biosintéticas de NAD. Se lisaron las
células 5 dias después de la infeccion para analisis por inmunotransferencia para detectar la expresion de cada
proteina con un marcaje de hexahistidina mediante anticuerpo monoclonal anti-marcaje 6xHs (R&D Systems). Se
analizé la localizacion subcelular de cada proteina usando células HEK293T transfectadas transitoriamente con un
vector lanzadera virico para cada enzima biosintética de NAD. Se fijaron las células con paraformaldehido al 4 % en
PBS que contenia 0,1 % de Tween-20 (PBS-T), se incubaron con PBS-T que contenia 5 % de BSA durante 1 horay
se cubrieron entonces con anticuerpo anti-marcaje 6xHis diluido 1:1000 (R&D Systems) en PBS-T que contenia 1 %
de BSA y durante 16 horas a 4 °C. Se lavaron las células con PBS-T, se incubaron con anticuerpo secundario
conjugado con Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) en TBS-T durante 1 hora y se examinaron por microscopio de
fluorescencia (Nikon).

Sobreexpresion de proteina NMNAT, purificacion por afinidad y ensayo enzimatico. Se transfectaron células
HEK293T con un plasmido de expresion por cada enzima usando precipitacion con fosfato de calcio. Tres dias
después, se lavaron las células con PBS dos veces y se suspendieron entonces en tampon que contenia fosfato de
sodio 50 mM (pH 8,0) y NaCl 300 mM (tampo6n A). Se homogeneizaron entonces las células con SONIFIRE 450
(BRANSON) y se recogi6 el sobrenadante por centrifugacién a 10.000 g durante 10 min. Se lavo el gel de afinidad
His-select Nickel (Sigma) con tamp6n A, se afiadio 0,1 ml de suspensién de gel al 50 % a 1 ml de sobrenadante y se
incub6 durante 10 min a 4 °C, se lavaron entonces extensamente con tampon A las perlas de unién a proteina
marcada con hexahistidina. Se eluyeron las proteinas afiadiendo 100 pl de solucién que contenia fosfato de sodio 50
mM (pH 8,0), NaCl 300 mM e imidazol 250 mM. Se midi6é la actividad enzimatica relativa de NMNAT usando
proteinas purificadas por afinidad como se describe anteriormente, se restd el valor obtenido de las células
transfectadas ficticiamente y se normalizé mediante la cantidad de proteina recombinante determinada por
densitometria.

Administracion de sustratos biosintéticos de NAD y transeccion de nervio 6ptico.Se disolvieron Nam, NMN,
NmR o NAD en PBS a la concentraciéon de 100 mM o 1 M. Se inyect6 cada una de las soluciones de 5 pl en el
componente intravitreo izquierdo bajo anestesia a una tasa de 0,5 pl ml por segundo Se transeccioné el nervio
Optico izquierdo a las 24 horas después de la inyeccion intravitrea y se recuperé el nervio optico en el momento
indicado. Se homogeneizo el tejido de nervio dptico en 100 pl de un tampén que contenia Tris-HCI 100 mM (pH 6,8),
1 % de SDS y DTT 1 mM. Se analizaron 50 pg de proteina por cada muestra mediante transferencia Western
usando anticuerpo 2H3 anti-neurofilamento (Developmental Studies Hybridoma Center) y anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch). Se calcul6 la tasa de degeneracion a partir de la relacion de
inmunorreactividad de neurofilamento de nervios transeccionados frente a contralaterales.

EJEMPLO 8

Este ejemplo ilustra la ruta biosintética de NAD y el analisis de expresion de enzimas biosintéticas de NAD de
mamifero.

Se sintetiza NAD a través de tres rutas principales tanto en procariotas como en eucariotas. En la ruta de novo, se
sintetiza NAD a partir de triptéfano (Fig. 5). En la ruta de recuperacion, se genera NAD a partir de vitaminas
incluyendo acido nicotinico y nicotinamida. Una tercera ruta a partir de ribésido de nicotinamida, llamada ruta
independiente de Preiss-Handler, se ha descubierto recientemente. La Gltima reaccién enzimatica de la ruta de novo
implica la conversion de quinolato en NaMN por QPRT (EC 2.4.2.19). En este punto, la ruta de novo converge con la
ruta de recuperacion. NaPRT (EC 2.4.2.11) convierte Na en NaMN, que se convierte entonces en NaAD por NMNAT
(EC 2.7.7.1). QNS1 (EC 6.3.5.1) convierte NaAD en NAD. (NmPRT (EC 2.4.2.12); también resefiada como visfatina)
convierte Nam en NMN. NMN se convierte también en NAD por NMNAT. La nicotinamidasa (PNC, EC 3.5.1.19), que
convierte Nam en Na en la ruta de recuperacion de levaduras y bacterias, no se ha identificado en mamiferos. En la
ruta independiente de Preiss-Handler, Nrk (EC 2.7.1.22) convierte NmR en NMN y converge con la ruta de
recuperacion. La mayoria de estas enzimas de mamiferos que incluyen QPRT, NmPRT, QNS1, Nrkl/2 y
NMNAT1/2/3 se han clonado y caracterizado anteriormente. Se identificd también un homologo en mamifero de
NaPRT como un EST anotado como homologo de mamifero de NaPRT bacteriana.

Para investigar la expresion de enzimas biosintéticas de NAD de mamifero en el sistema nervioso, se practicé una
RT-PCR cuantitativa usando ARN de cerebro, retina, médula espinal y DRG de ratén a las edades de E14, PO, P7,
P14 y P21. Todas las enzimas se expresan ubicuamente en el sistema nervioso a lo largo del desarrollo y en la
madurez, con la excepcion de Nrk2, cuya expresion es muy baja en todos los tejidos examinados (datos no
mostrados) Para identificar la inducibilidad de la enzimas sintetizadoras de NAD en respuesta a ataques neuronales,
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se comparé la expresion de ARN de cada enzima en DRG a los 1, 3, 7 y 14 dias después de la transeccion del
nervio ciatico frente a DRG no lesionados. Como se muestra en la Fig. 6A, la mayoria de las enzimas se regulaba
positivamente 2 a 8 veces después de la lesion. Entre estas, la expresién de Nrk2 esta inducida de forma
excepcionalmente alta (mas de 20 veces) a los 14 dias después de la axotomia. Se analizé también la expresion de
las enzimas sintéticas de NAD durante la degeneracion axonal causada por neurotoxina en neurona de DRG de rata
cultivada. Se trataron las neuronas de DRG con rotenona 0,1 uM y 1 UM para causar degeneracién axonal y se
recogié el ADN a las 24 horas después de la adicion de rotenona. La expresion de Nrk2 aumenté mas de 6 veces
después del tratamiento de rotenona (Fig. 6B). Estos resultados sugieren que, aunque todas las actividades
enzimaticas en la ruta de sintesis de NAD estan presentes ubicuamente, la Nrk2 puede ser responsable de
suministrar sustrato de sintesis de NAD después de los ataques neuronales.

EJEMPLO 9

Este ejemplo ilustra que tanto las enzimas Nmat nucleares como citoplasmaticas rescatan a los axones de la
degeneracion.

Para determinar si la localizacidon nuclear de NMNAT1 es esencial para proporcionar la proteccion axonal, se analiz6
el efecto de la distribucion subcelular de la enzima NMNAT en el ensayo de generacién walleriana in vitro y se
comparé con la extension de la proteccion axonal entre la sobreexpresién de NMNAT citoplasmatica y nuclear. La
NMNATL1 tiene una presunta sefial de localizacion nuclear PGRKRKW en los aminoacidos 211-217 de la proteina
NMNATL1. Se gener6é una NMNAT1 mutante designada como cytNMNAT1 en que esta sefial de localizaciéon nuclear
se alteraba a PGAAAAW y se examind la distribucién subcelular. Como se muestra en la Fig. 7B, la mayoria de
cytNMNAT1 se localizaba en el citosol, como se esperaba.

A continuacion, se confirmé la actividad enzimatica de cytNMNATL. Se purificaron NMNAT1 y su cytNMNAT1
mutante a partir de lisado celular que expresa cualquiera de las proteinas usando gel de afinidad. Se midio la
actividad enzimatica de proteinas purificadas por afinidad como se describe anteriormente y se encontrdé que la
actividad de cytNMNAT1 no se alteraba por esta mutacion (Fig. 7C). Después de la sobreexpresion de cytNMNAT1
en neuronas de DRG, se observé una fuerte proteccion de neuritas asi como NMNAT1 silvestre nuclear (Fig. 7A, E).
Se confirmé adicionalmente este resultado usando la isoenzima NMNAT1 que carece de sefal de localizacién
nuclear. Entre las dos isoenzimas de NMNAT, la NMNAT3 se ha resefiado previamente que se localiza fuera de
ndcleo y mitocondrias, y tiene una actividad enzimatica comparable a la NMNAT1. Se afiadio la sefial de localizacién
nuclear KPKKIKTED de topoisomerasa | humana al extremo C de NMNAT3 para generar NMNAT3 nuclear. Se
expresaron NMNAT3 marcada con hexahistidina o nucNMNAT3 en células HEK293T y se analizd la localizacion
subcelular y su actividad enzimatica. La NMNATS3 se distribuia fuera del nucleo, incluyendo una tincién puntuada
brillante como se resefia anteriormente, y nucNMNAT3 se localizaba principalmente en el ndcleo con alguna tincion
puntuada en el citosol (Fig. 7B). Se midieron la actividad enzimética de NMNAT3 y nucNMNAT3 y ambas proteinas
tienen una actividad enzimatica comparable en comparacion con la NMNAT1 (Fig. 7C). Se practico entonces un
ensayo de degeneracion walleriana in vitro después de la sobreexpresion de estas dos enzimas NMNAT3, y se
encontré que la sobreexpresion tanto de NMNAT3 como de nucNMNAT3 mostraba la misma extension de retardo en
la degeneracion de neuritas que NMNATL1 (Fig. 7A, E). Se confirmé la expresion mediada por lentiviris de cada
enzima por transferencia Western (Fig. 7D). Estos experimentos confirmaron que la NMNAT orientada a nucleo o
citosol protege a las neuritas de la degeneracion.

EJEMPLO 10

Este ejemplo ilustra que la aplicacion exdgena de sustratos de enzimas biosintéticas de NAD protege al axon frente
a la degeneracion.

Se ha mostrado anteriormente que el NAD aplicado exdgenamente en el medio de cultivo muestra efecto de rescate
axonal in vitro. Se ha mostrado aqui que la expresiéon de NmPRT muestra también proteccién axonal, sugiriendo que
se usa NaM como sustrato para la sintesis de NAD en neuronas. Para determinar cudl sustrato mostrado en la Fig. 5
se usa para la sintesis de NAD en neuronas y para identificar si cualquiera de los precursores de NAD puede ser
capaz de rescatar axones de forma similar o posiblemente mejor que NAD, se aplicaron Na, Nam, NmR, NaMN,
NMN o NaAD a medios de cultivo y se practicé el ensayo de degeneracién walleriana in vitro. Una aplicacion de
NMN 1 mM durante 24 horas antes de la transeccion de neuritas rescataba exitosamente las neurinas de la
degradacion. El andlisis cuantitativo revel6 que el tratamiento con NMN da como resultado la proteccion de neuritas
en una extensién similar a la conseguida por NAD aplicado exdgenamente (Fig. 8B). Estos resultados sugerian
adicionalmente la posibilidad de que el suministro aumentado de otros sustratos biosintéticos de NAD tuviera la
capacidad de rescatar neuritas de la degeneraciéon. Se aplic6 entonces exdgenamente 1 mM de sustratos
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biosintéticos de NAD, incluyendo Na, Nam, NaMN, NaAD y NmR, a las neuronas de DRG durante 24 horas y se
practico la transeccién de neuritas. Como se muestra en la Fig. 8A y B, el tratamiento con NaMN o NmR rescataba
también las neuritas igual que NAD. NaAD mostraba una ligera proteccién, pero Na no conseguia rescatar neuritas,
mientras que Na y Nam no tenian efecto. El andlisis cuantitativo reveld que la aplicacion exégena de NaMN, NMN,
NmR o NAD 1 mM causaba un aumento comparable de neuritas intactas a las 48 horas después de la transeccion
(Fig. 8B). Debido a que el efecto protector de NaMN es igual al de NMN, una etapa de sintesis de NAD a partir de
NaAD por QNS es suficientemente activa para rescatar a las neuritas bajo suministro aumentado de NaAD. No
obstante, la aplicacion exégena de NaAD muestra menos aumento de las neuritas intactas a las 48 horas en
comparacion con NAD (Fig. 8B). Esto indica una incorporacion insuficiente a la célula o inestabilidad de NaAD en las
condiciones de ensayo. Estos experimentos sugieren que hay varios modos diferentes de rescatar neuritas,
incluyendo la aplicacion exégena de NMN, NaMN y NmR. Todos estos tratamientos parecen causar un suministro
aumentado de NAD, y es consistente con los experimentos anteriores que muestran que la aplicacién de NAD o la
sobreexpresién de NMNATL1 rescatan a neuritas de la degeneracion.

EJEMPLO 11

Este ejemplo demuestra que la aplicacion intravitrea de sustratos biosintéticos de NAD retarda la degeneracion
axonal de células de ganglio retinal.

La transeccién de nervio Optico es un modelo in vivo que puede usarse para investigar los mecanismos que
conducen a la degeneracion walleriana y después a la muerte de células de ganglio retinal (RGC) observadas en
enfermedades humanas tales como glaucoma. En la cepa de raton C57BL/WIds, la degeneracion de nervio éptico
durante la degeneracion walleriana después de la axotomia se ralentiza drasticamente. Ademas, se usa la inyeccion
intravitrea para cribar compuestos que protegen al axon de RGC de degeneracién in vivo, y por tanto puede
valorarse el efecto protector de axén de cada sustrato biosintético de NAD in vivo mediante inyeccion intraocular de
compuestos que incluyen NAD, NMN, NmR y Nam. A partir del ensayo de degeneracién walleriana in vitro, 1 mM de
NAD, NMN y NmR en los medios de cultivo es suficiente para proteger al axén de la degeneracion. Se inyectaron
inicialmente 5 pl de solucion de NAD 100 mM o 1 M en el compartimento intravitreo izquierdo. Después de 24 horas
de incubacion, se transecciond el nervio éptico izquierdo y se recogieron los nervios opticos de control (derecho) y
axotomizado (izquierdo) a los 3, 4 y 5 dias después de la transeccion. Se midié la inmunorreactividad a
neurofilamento del nervio 6ptico axotomizado y se normalizé frente al valor obtenido del lado derecho del nervio
Optico. Se encontré que la inmunorreactividad a los 4 dias después de la transeccién era de 77 + 27 % y de 78 + 22
% del nervio éptico no axotomizado en ratas inyectadas con NAD 1 M y 100 mM, respectivamente, mientras que el
animal de control mostraba solo 7 + 16 % (Fig. 9).

Se inyectaron entonces 5 pl de NMN, NmR y Nam 100 mM en el compartimento intravitreo izquierdo y se recogieron
los nervios 6pticos a los 4 dias después de la transeccién del nervio ptico izquierdo. La inmunorreactividad obtenida
a partir de nervio optico inyectado con NMN y NmR era de 60 + 25y 72 + 19 % del nervio no axotomizado. Los
animales inyectados con Nam no mostraban ninguna diferencia con los animales de control. Estos resultados son
consistentes con el estudio in vitro que mostraba que NAD, NMN y NmR tienen actividad de rescate de axodn, pero
Nam no. El estudio in vitro reveld que estas moléculas pequefias que estan implicadas en la ruta biosintética de NAD
son herramientas Utiles para rescatar al axén de la degeneracion.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente para uso en el tratamiento o la prevencion de una axonopatia en un mamifero necesitado
de ello, donde el agente es NAD o NaMN.

2. Un agente para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde el agente es mononucleétido de
nicotinato (NaMN).

3. Un agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el mamifero es un animal de compafiia,
un animal agricola o un animal exotico.

4. Un agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 3, donde el mamifero es un perro, un gato, una
vaca o un caballo.

5. Un agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el mamifero es un ser humano.
6. Un agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el agente es NAD.
7. Un agente para uso en el tratamiento o la prevencion de una axonopatia en un mamifero necesitado

de ello, donde el agente es NAD o NaMN, y actia aumentando la actividad de NAD en neuronas y/o células de
soporte enfermas y/o lesionadas, y donde la axonopatia es hereditaria 0 congénita o esta asociada a enfermedad
neurodegenerativa, enfermedad neuronal motora, neoplasia, trastorno endocrino, enfermedad metabdlica,
deficiencia nutricional, aterosclerosis, una enfermedad autoinmunitaria, lesion mecanica, lesién inducida por
productos quimicos o farmacos, lesion térmica, lesiéon por radiacion, compresion nerviosa, trastorno retinal o del
nervio optico, disfuncion mitocondrial, demencia progresiva, enfermedades desmielinizantes, isquemia y/o apoplejia,
enfermedad infecciosa o enfermedad inflamatoria.
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