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DESCRIPCIÓN 
 
Tratamiento sistémico eficaz de patologías distróficas 
 
La presente divulgación proporciona un producto de terapia génica eficaz para enfermedades distróficas, 5 
especialmente en seres humanos y en perros, definido por la secuencia que codifica la microdistrofina, el vehículo 
de administración y la ruta de administración a usar. 
 
Antecedentes de la invención 
 10 
La distrofia muscular de Duchenne (DM) es la enfermedad degenerativa muscular progresiva más frecuente, que 
afecta aproximadamente a uno en 3500 a 5000 nacimientos masculinos. La DMD está causada por deleciones o 
mutaciones en el gen que codifica la distrofina, localizado en el cromosoma X. La distrofina se requiere para el 
ensamblaje del complejo distrofina-glucoproteína, y proporciona un enlace mecánico y funcional entre el 
citoesqueleto de la fibra muscular y la matriz extracelular. La ausencia de distrofina funcional provoca degeneración 15 
de la fibra, inflamación, necrosis y reemplazamiento de músculo con tejido cicatricial y adiposo, dando como 
resultado una debilidad muscular progresiva y muerte prematura debido a insuficiencia respiratoria y cardíaca entre 
la segunda y cuarta década de vida (Moser, H., Hum Genet, 1984. 66(1): págs. 17-40). 
 
Una forma más leve de la enfermedad denominada distrofia muscular de Becker (DMB) se distingue de la DMD por 20 
la aparición tardía, la posterior dependencia de soporte en silla de ruedas y una esperanza de vida más larga. La 
DMB está causada por mutaciones que conservan el marco de lectura y las partes más críticas del gen, que lleva a 
una proteína distrofina truncada pero aún funcional (Muntoni E et al, Lancet Neurol, 2003). 
 
No hay cura para el tratamiento eficaz disponible para la DMD (Rodino-Klapac, L.R. et al., Curr Neurol Neurosci Rep, 25 
2013. 13(3): p. 332) o la DMB. Las terapias convencionales se limitan a tratamientos sintomáticos, que parcialmente 
alivian los signos y los síntomas, pero no se dirigen directamente al mecanismo de la enfermedad ni revierten el 
fenotipo. 
 
Actualmente hay varias estrategias terapéuticas que se están desarrollando para la DMD, incluyendo terapia génica 30 
in vivo, terapia de trasplante celular, rescate farmacológico de mutaciones sin sentido de DMD y estrategias de salto 
de exón para reparar el marco de lectura del gen de DMD. Todas estas estrategias tienen que superar problemas, 
que incluyen el direccionamiento de los diferentes grupos musculares, la optimización de la administración, la 
expresión a largo plazo del transgén y la posible respuesta inmunológica (Jamin et al., Expert Opin Biol Ther, 2014). 
 35 
El gen de la distrofina es el gen más largo conocido en el genoma y es demasiado largo como para ajustarlo dentro 
de los sistemas de vectores de terapia génica conocidos. Por lo tanto, a día de hoy, hay esencialmente dos 
estrategias de terapia génica para DMD con vectores víricos: i) expresión constitutiva de oligonucleótidos antisentido 
para promover el salto del exón, que es susceptible solo de determinadas mutaciones y (ii) expresión constitutiva de 
un ADNc que codifica una proteína distrofina funcional de tamaño reducido ("microdistrofina" también conocida como 40 
"minidistrofina"). 
 
Ambas estrategias, el uso de pequeñas secuencias antisentido o el uso de microdistrofina, abordar el principal 
obstáculo para el uso de vectores de AAV en la terapia génica de DMD, que es su capacidad de empaquetamiento. 
Los vectores de AAV pueden acomodar aproximadamente 4,7 kb mientras que el tamaño del ADNc de la distrofina 45 
de tipo silvestre es de aproximadamente 14 kb. Para solucionar este problema, una serie de estudios han 
desarrollado genes de distrofina parcialmente delecionados pero altamente funcionales, que se pueden empaquetar 
con éxito dentro de vectores de AAV y que han demostrado que mejoran, aunque no normalizan por completo, el 
fenotipo distrófico en modelos animales. 
 50 
El modelo de ratón mdx se usa comúnmente para ensayar nuevas construcciones que codifican microdistrofinas. Sin 
embargo, este modelo tiene inconvenientes debido a que el ratón mdx presenta una forma menos severa de la 
enfermedad, sin reacciones inmunológicas. El otro modelo animal es el perro GRMD, que se considera más fiable 
para predecir el potencial terapéutico de un producto de terapia génica en seres humanos (Kornegay et al., Mamm 
Genome, 2012). 55 
 
Entre todas las secuencias de microdistrofina propuestas, Foster H. et al. (Mol Ther, 2008. 16(11): p. 1825-32) 
compararon en ratones dos configuraciones diferentes de genes de microdistrofina, ΔAB/R3-R18/ΔCT y ΔR4-
R23/ΔCT, bajo el control de un promotor específico de músculo (Spc5-12) vector de AAV recombinante (rAAV2/8). 
Se documentó que la optimización por codón de la microdistrofina en humanos mejoraba la transferencia génica y 60 
las funciones del músculo en el modelo de ratón mdx. La inyección intravenosa de 3·1011 gv total de rAAV/8 permitió 
la transferencia génica cardíaca y la expresión de la distrofina marcada en el músculo esquelético y en el diafragma. 
 
En relación con los perros CXMDj, Ohshima S. et al. (Mol Ther, 2009. 17(1): p. 73-80) documentaron la 
administración en perros de un rAAV8 que codifica una microdistrofina M3 bajo el control de un promotor de CMV 65 
mediante perfusión del miembro, es decir, inyección intravenosa bajo presión. 
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Zhang Y. et al. (Hum Mol Genet, 2013. 22(18): p. 3720-29) estudiaron la terapia génica dual de AAV9 (5·1012 gv 
total) en ratones DMD. Mediante recombinación homóloga, los vectores duales de AAV inyectados a través de la 
vena de la cola reconstituyeron un nNOS que se une a la microdistrofina que contiene las repeticiones de distrofina 
R16 y R17. 
 5 
De manera similar, Odom G. et al. (Mol Ther, 2011. 19(1): págs. 36-45) demostraron la reconstitución de un casete 
de expresión que codifica una minidistrofina ΔH2-R19 tras una coadministración intravascular de dos vectores de 
rAAV6 (2·1012 gv total) que comparten una región recombinogénica homóloga central. 
 
Wang B. et al. (J Orthop Res. 2009; 27(4): págs 421-6) desvelaron la inyección intraperitoneal (i.p.) de 3·1011 gv total 10 
de vectores rAAV1 ratones neonatos (dKO y mdx). Estos vectores de AAV codifican la microdistrofina Δ3990 
colocada bajo el control del promotor de MCK o CMV. 
 
Koppanati et al. (Gene therapy. 2010; 17(11): págs 1355-62) documentaron la transferencia génica in utero en el 
ratón mdx mediante inyección intraperitoneal (i.p.) de 6,4·1011 gv total de vector de rAAV8 que codifica una 15 
microdistrofina de cánido colocada bajo el control del promotor de CMV. 
 
Schinkel et al. (Human Gene therapy. 2012; 23(6): págs 566-75) documentaron la terapia génica cardíaca en el ratón 
mdx mediante inyección intravenosa (IV) de 1012 gv total de vector de rAAV9 que codifica una microdistrofina 
colocada bajo el control del promotor de CMV o el promotor MLC0.26 específico cardíaco. 20 
 
Gregorevic et al. (Mol. Therapy 2008; 16(4): págs 657-64) documentaron la terapia génica muscular en el ratón mdx 
mediante inyección intravenosa de 1013 gv total de vector de rAAV6 que codifica la microdistrofina ΔR4-R23/ΔCT 
colocada bajo el control del promotor de CMV. 
 25 
Shin et al. (Gene Therapy 2011; 18(9): págs 910-19) documentaron la terapia génica cardíaca en el ratón mdx 
mediante inyección intravenosa de 3,1012 gv total de vector de rAAV9 que codifica una microdistrofina (hΔCS2) 
colocada bajo el control del promotor de CMV. 
 
Shin et al. (J. of Gene Medicine 2008; 10(4): pág 449) compara la eficacia de administración en ratones de rAAV8 30 
que codifica la microdistrofina ΔCS2 colocada bajo el control del promotor CMV, mediante inyección subcutánea o 
inyección intravenosa. 
 
Colgan et al. (Mol. Therapy 2014; 22(S1): p S197) documentaron la administración génica combinada de 
microdistrofina y folistatina mediante inyección intravenosa de vectores rAAV6 en ratones dKO. 35 
 
Kornegay et al. (Mol. Therapy 2010; 18(8): págs 1501-8) documentaron una única inyección intravenosa de un vector 
AAV9 que lleva un gen de minidistrofina humana optimizado por codón (Δ3990) bajo el control del promotor de CMV 
en perros GRMD neonatos, asociada con efectos adversos. El mismo equipo (Mol. Therapy 2012; 20(S1): p S69) 
más tarde observó una mejora en la fuerza muscular en perros GRMD adultos jóvenes inyectados con la misma DM 40 
colocada bajo el control de un promotor específico de músculo, sin inmunosupresión. 
 
Dickinson, G. et al. (Molecular therapy, vol. 22, no. Supl. 1, S89 & 17th annual meeting of the American-Society-of-
Gene-and-Cell-Therapy (ASGCT); Washington, DC, Estados Unidos; 21-24 de mayo de 2014) desvelan los 
resultados obtenidos tras la administración de un vector AAV2/8 que comprende una DM de cánido para perros 45 
GRMD mediante perfusión aislada en la extremidad, tal como un vector de una amplia biodistribución, y un elevado 
nivel de expresión sostenida de DM. Además, la extremidad tratada presentaba parámetros de mejora de recambio 
muscular, fibrosis y fuerza muscular. En el contexto de la DMD, una solución terapéutica valiosa sería un producto 
de terapia génica que tuviese las siguientes características: 
 50 
- Un producto que se puede administrar por vía sistémica, a una dosis razonable (es decir, una transferencia 

génica adecuada en los tejidos diana) y posiblemente mediante una única inyección; 
- Un producto que tiene una toxicidad aceptable a esa dosis, y especialmente no induce una respuesta 

inmunológica adversa frente a la proteína distrofina; 
- Un producto que tiene un tropismo satisfactorio, es decir, una ampla transferencia génica sobre grandes 55 

territorios de músculos esqueléticos, pero también en diafragma y miocardio; 
- Un producto capaz de mejorar la enfermedad distrófica en seres humanos. 
 
En la práctica, los informes previos han revelado que es una tarea muy desafiante y varios intentos han fracasado: 
Los estudios que usaron vectores de AAV2/6 que codifican una microdistrofina (ΔR4-R23/ΔCT) específica de 60 
humanos pero no optimizada por codón, bajo un promotor de CMV dieron como resultado la expresión limitada y la 
destrucción eventual de las fibras musculares de perro CXMDj inyectado mediante el sistema inmunológico a las 6 
semanas tras la interrupción de la inmunosupresión, 22 semanas después de la inyección intramuscular inicial 
(Wang, Z. et al., Mol Ther, 2007. 15: págs. 1160-66). 
 65 
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Los ensayos clínicos basados en la inyección intramuscular de vectores AAV2/5 que codifican una microdistrofina 
(ΔR3-R21/ΔCT) específica de humanos pero no optimizada por codón, bajo un promotor de CMV, dieron como 
resultado una expresión transgénica muy limitada y una respuesta inmunológica inapropiada (Mendell, JR et al., N 
Engl J Med, 2010,363(15): págs. 1429-37; Bowles, DE. et al., Mol Ther, 2012. 20(2): págs. 443-55). 
 5 
Por lo tanto, existe una necesidad en la materia de un tratamiento eficaz de patologías distróficas en seres humanos, 
que incluya beneficios sistémicos en términos de supervivencia, puntuación clínica global, y funciones digestivas, 
cardíacas y/o respiratorias. 
 
Breve sumario de la invención 10 
 
La presente divulgación se centra en aliviar o curar la devastadora distrofia muscular de Duchenne (DMD) 
expresando un polipéptido de distrofina más corto pero funcional denominado microdistrofina. 
 
Por primera vez, la presente divulgación ofrece un producto de terapia génica prometedor, una microdistrofina de 15 
secuencia optimizada, encapsulada en una cápside de AAV8, para el tratamiento de enfermedades distróficas. Tras 
la administración intravenosa sistémica de una única dosis, no solo se expresa altamente la microdistrofina en 
múltiples músculos, sino que también da como resultado una mejora en la patología del músculo y mejores medidas 
de resultados clínicos. 
 20 
De hecho, los resultados tan buenos obtenidos en un modelo de perro, en términos de rescate muscular, digestivo, 
respiratorio y cardíaco, correlacionados con una vida prolongada en buenas condiciones, nunca se han 
documentado hasta ahora en relación con este tipo de patología. 
 
Definiciones 25 
 
Los artículos “un” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o más de uno (es decir, al 
menos uno) del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o más de un 
elemento. 
 30 
"Sobre" o "aproximadamente" tal como se usan en el presente documento cuando se refiere a un valor medible tal 
como una cantidad, una duración temporal y similares, pretenden abarcar variaciones de ± el 20 % o ± el 10 %, más 
preferentemente ± el 5 %, incluso más preferentemente ± el 1 % y aún más preferentemente ± el 0,1 % del valor 
especificado, ya que tales variaciones son apropiadas para realizar los métodos divulgados. 
 35 
Intervalos: a lo largo de la presente divulgación, se pueden presentar diversos aspectos de la invención en formato 
de intervalo. Debe entenderse que la descripción en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad 
y no debería interpretarse como una limitación inflexible del alcance de la invención. Por consiguiente, la descripción 
de un intervalo debería considerar que la descripción de un intervalo tiene específicamente desvelados todos los 
posibles subintervalos así como valores numéricos dentro de ese intervalo. Por ejemplo, se debería considerar que 40 
la descripción de un intervalo tal como de 1 a 6 tiene específicamente desvelados los subintervalos tales como de 1 
a 3, de 1 a 4, de 1 a 5, de 2 a 4, de 2 a 6, de 3 a 6 etc., así como números individuales dentro de ese rango, por 
ejemplo, 1, 2, 2,7, 3, 4, 5, 5,3 y 6. Esto se aplica independientemente de la amplitud del intervalo. 
 
"Aislado" significa alterado o retirado del estado natural. Por ejemplo, un ácido nucleico o un péptido presente de 45 
forma natural en un animal vivo no está "aislado", pero el mismo ácido nucleico separado parcialmente o 
completamente de los materiales que coexisten en su estado natural está "aislado". Un ácido nucleico o proteína 
aislada pueden existir en forma sustancialmente purificada, o pueden existir en un ambiente no natural tal como, por 
ejemplo, una célula hospedadora. 
 50 
En el contexto de la presente invención, se usan las siguientes abreviaturas para las bases de ácidos nucleicos que 
se dan con frecuencia. "A" se refiere a adenosina, "C" se refiere a citosina, "G" se refiere a guanina, "T" se refiere a 
timina, y "U" se refiere a uridina. 
 
Salvo que se especifique otra cosa, una "secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos" 55 
incluye todas las secuencias de nucleótidos que son versiones degeneradas entre sí y que codifican la misma 
secuencia de aminoácidos. La frase secuencia de nucleótidos que codifica una proteína o un ADNc también puede 
incluir intrones en la medida en que la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína puede en alguna versión 
contener un intrón(es). 
 60 
"Que codifica" se refiere a la propiedad inherente de secuencias específicas de nucleótidos en un polinucleótido, tal 
como un gen, un ADNc o un ARNm, para funcionar como moldes para la síntesis de otros polímeros y 
macromoléculas en procesos biológicos que tienen bien una secuencia definida o nucleótidos (es decir, ARNr, ARNt 
y ARNm) o una secuencia definida de aminoácidos y las propiedades biológicas resultantes de las mismas. Por lo 
tanto, un gen codifica una proteína si la transcripción y la traducción de ARNm que se corresponde con ese gen 65 
produce la proteína en una célula u otro sistema biológico. Tanto la hebra codificante, cuya secuencia de nucleótidos 
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es idéntica a la secuencia de ARNm y normalmente se proporciona en los listados de secuencias, y la hebra no 
codificante, usada como el molde para la transcripción de un gen o ADNc, se pueden denominar como que codifican 
la proteína u otro producto de ese gen o ADNc. 
 
El término "polinucleótido" tal como se usa en el presente documento se define como una cadena de nucleótidos. 5 
Además, los ácidos nucleicos son polímeros de nucleótidos. Por lo tanto, los ácidos nucleicos y los polinucleótidos 
tal como se usan en el presente documento son intercambiables. Un experto en la materia tiene el conocimiento 
general de que los ácidos nucleicos son polinucleótidos, que se pueden hidrolizar en "nucleótidos" monómeros. Los 
nucleótidos monómeros se pueden hidrolizar en nucleósidos. Tal como se usa en el presente documento, los 
polinucleótidos incluyen, pero sin limitación, todas las secuencias de ácido nucleico que se obtienen por cualquiera 10 
de los medios disponibles en la materia, incluyendo, sin limitación, medios recombinantes, es decir, la clonación de 
secuencias de ácido nucleico a partir de una biblioteca recombinante o un genoma celular, usando la tecnología 
habitual de clonación y PCR y similares, y por medios sintéticos. 
 
Tal como se usa en el presente documento, los términos "péptido", "polipéptido", y "proteína" se usan de forma 15 
intercambiable, y se refieren a un compuesto que comprende restos de aminoácidos unidos de forma covalente 
mediante enlaces peptídicos. Una proteína o péptido debe contener al menos dos aminoácidos, y no se establecen 
limitaciones en el número máximo de aminoácidos que puede comprender la secuencia de la proteína o del péptido. 
Los polipéptidos incluyen cualquier péptido o proteína que comprende dos o más aminoácidos unidos entre sí 
mediante enlaces peptídicos. Tal como se usa en el presente documento, el término se refiere tanto a cadenas 20 
cortas, que también se denominan comúnmente en la materia como péptidos, oligopéptidos y oligómeros, por 
ejemplo, y a cadenas más largas, que generalmente se denominan en la materia como proteínas, de las cuales hay 
muchos tipos. "Polipéptidos" incluye, por ejemplo, fragmentos biológicamente activos, polipéptidos sustancialmente 
homólogos, oligopéptidos, homodímeros, heterodímeros, variantes de polipéptidos, polipéptidos modificados, 
derivados, análogos, proteínas de fusión, entre otros. Los polipéptidos incluyen péptidos naturales, péptidos 25 
recombinantes, péptidos sintéticos o una combinación de los mismos. 
 
"Idéntico" se refiere a la similitud de secuencia o a la identidad de secuencia entre dos polipéptidos o entre dos 
moléculas de ácido nucleico. Cuando una posición en ambas de las dos secuencias comparadas está ocupado por 
la misma base o subunidad de monómero de aminoácidos, por ejemplo, si una posición en cada una de las dos 30 
moléculas de ADN está ocupada por adenina, entonces las moléculas son homólogas o idénticas en esa posición. El 
porcentaje de homología/identidad entre dos secuencias es una función del número de posiciones coincidentes 
compartidas por las dos secuencias divididas entre el número de posiciones comparadas X 100. Por ejemplo, si 6 de 
10 de las posiciones en dos secuencias coinciden, entonces las dos secuencias son idénticas al 60 %. En general, 
se hace una comparación cuando las dos secuencias se alinean para dar la máxima homología/identidad. 35 
 
Un "vector" es una composición de materia que comprende un ácido nucleico aislado y que se puede usar para 
administrar el ácido nucleico aislado al interior de una célula. Se conocen numerosos vectores en la materia que 
incluyen, pero sin limitación, polinucleótidos lineales, polinucleótidos asociados con compuestos iónicos o anfifílicos, 
plásmidos y virus. Por lo tanto, el término "vector" incluye un plásmido que se replica de forma autónoma o un virus. 40 
También debería de interpretarse que el término incluye compuestos no plásmidos y no víricos que facilitan la 
transferencia de ácido nucleico en células, tales como, por ejemplo, compuestos de polilisina, liposomas, y similares. 
Los ejemplos de vectores víricos incluyen, pero sin limitación, vectores de adenovirus, vectores de virus 
adenoasociados, vectores de retrovirus y similares. 
 45 
"Vector de expresión" se refiere a un vector que comprende un polinucleótido recombinante que comprende 
secuencias de control de la expresión unidas de manera operativa a una secuencia de nucleótidos que se va a 
expresar. Un vector de expresión comprende suficientes elementos que actúan en cis para la expresión; se pueden 
administrar otros elementos para la expresión por la célula hospedadora o en un sistema de expresión in vitro. Los 
vectores de expresión incluyen todos aquellos conocidos en la materia, tales como cósmidos, plásmidos (por 50 
ejemplo, desnudos o contenidos en liposomas) y virus (por ejemplo, lentivirus, retrovirus, adenovirus y virus 
adenoasociado) que incorporan el polinucleótido recombinante. 
 
El término "promotor" tal como se usa en el presente documento se define como una secuencia de ADN reconocida 
por la maquinaria de síntesis de la célula, o introducida en la maquinaria de síntesis, requerida para iniciar la 55 
transcripción específica de una secuencia de polinucleótido. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "promotor/secuencia reguladora" se refiere a una secuencia 
de ácido nucleico, que se requiere para la expresión de un producto génico unido de forma operativa al 
promotor/secuencia reguladora. En algunos casos, esta secuencia puede ser una secuencia de promotor del núcleo 60 
y en otros casos, esta secuencia también puede incluir una secuencia de potenciador y otros elementos reguladores, 
que se requieren para la expresión del producto génico. El promotor/secuencia reguladora puede, por ejemplo, ser 
uno, que expresa el producto génico de una forma específica de tejido. 
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Un promotor "constitutivo" es una secuencia de nucleótidos que, cuando se une de forma operativa con un 
polinucleótido que codifica o especifica un producto génico, provoca que se produzca el producto génico en una 
célula en la mayoría o en todas las condiciones fisiológicas de la célula. 
 
Un promotor "inducible" es una secuencia de nucleótidos que, cuando se une de forma operativa con un 5 
polinucleótido que codifica o especifica un producto génico, provoca que se produzca el producto génico en una 
célula sustancialmente solo cuando un inductor que se corresponde con el promotor está presente en la célula. 
 
Un promotor "específico de tejido" es una secuencia de nucleótidos que, cuando se une de forma operativa con un 
polinucleótido codificado o especificado por un gen, provoca que se produzca el producto génico en una célula 10 
preferentemente si la célula es una célula del tipo de tejido que se corresponde con el promotor. El término 
"anómalo" cuando se usa en el ámbito de los organismos, tejidos, células o componentes de las mismas, se refiere a 
aquellos organismos, tejidos, células o componentes de las mismas que difieren en al menos una característica 
observable o detectable (por ejemplo, edad, tratamiento, momento del día, etc.) de aquellos organismos, tejidos, 
células o componentes de las mismas que presentan la respectiva característica "normal" (esperada). Las 15 
características, que son normales o esperadas para un tipo de célula o de tejido, pueden ser anómalas para un tipo 
de célula o de tejido diferente. 
 
Los términos "paciente", "sujeto", "individuo", y similares se usan de forma intercambiable en el presente documento, 
y se refieren a cualquier animal o células del mismo, bien in vitro o in situ, susceptible a los métodos descritos en el 20 
presente documento. En determinadas realizaciones no limitantes, el paciente, sujeto o individuo es un ser humano. 
 
Una "enfermedad" es un estado de salud de un animal en el que el animal no puede mantener la homeostasis y en 
donde si la enfermedad no mejora, entonces la salud del animal continúa deteriorándose. Por el contrario, un 
"trastorno" en un animal es un estado de salud en el que el animal es capaz de mantener la homeostasis, pero en el 25 
que el estado de salud de animal es menos favorable del que lo sería en ausencia del trastorno. Si no se trata, un 
trastorno no provoca necesariamente un descenso adicional en el estado de salud del animal. 
 
Una enfermedad o trastorno se "alivia" o se "mejora" si la gravedad de un síntoma de la enfermedad o del trastorno, 
la frecuencia con la que el paciente experimenta tal síntoma, o ambos, se reduce. Esto también incluye detener la 30 
progresión de la enfermedad o del trastorno. Una enfermedad o trastorno se "cura" si la gravedad de un síntoma de 
la enfermedad o del trastorno, la frecuencia con la que el paciente experimenta tal síntoma, o ambos, se elimina. 
 
Un tratamiento "terapéutico" es un tratamiento administrado a un sujeto que presenta signos de patología, con el fin 
de disminuir o eliminar estos signos. 35 
 
Tal como se usa en el presente documento, "tratar una enfermedad o un trastorno" significa reducir la frecuencia o la 
gravedad de al menos un signo o síntoma de una enfermedad o trastorno experimentado por un sujeto. Enfermedad 
y trastorno se usan de forma intercambiable en el presente documento en el ámbito de tratamiento. 
 40 
Una "cantidad eficaz" de un compuesto es esa cantidad de compuesto que es suficiente para proporcionar un efecto 
beneficioso al sujeto al que se le administra el compuesto. La frase "cantidad terapéuticamente eficaz", tal como se 
usa en el presente documento, se refiere a una cantidad que es suficiente o eficaz para prevenir o tratar (retrasar o 
evitar la aparición de, prevenir la progresión de, inhibir, disminuir o invertir) una enfermedad o afección, incluyendo 
aliviar síntomas de tales enfermedades. Una "cantidad eficaz" de un vehículo de administración es aquella cantidad 45 
suficiente como para unirse de forma eficaz o administrar un compuesto. 
 
Descripción detallada de la invención 
 
La presente solicitud desvela una composición que comprende un producto de terapia génica para su uso en el 50 
tratamiento de una enfermedad distrófica en un sujeto, en donde: 
 
- el producto de terapia génica comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una microdistrofina 

funcional; 
- la composición se administra por vía sistémica. 55 
 
La presente invención se refiere a una composición que comprende un producto de terapia génica para su uso en el 
tratamiento de una enfermedad distrófica en seres humanos, en donde: 
 
- el producto de terapia génica comprende un vector de virus adenoasociado (AAV) que es un vector AAV2/8 y 60 

que tiene una secuencia de ácido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 1; 
- la composición es para su administración por vía sistémica mediante inyección intravascular; 
- la enfermedad distrófica es la distrofia muscular de Duchenne (DMD). 
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Típicamente, un producto de terapia génica está hecho de 2 componentes: 
 
- La secuencia de ácido nucleico recombinante encapsulada que define el casete de expresión que proporciona 

beneficio(s) terapéutico(s) una vez se expresa en la célula/tejido diana; y 
- La cápside vírica que permite la transferencia génica adecuada y, en cierta medida, el tropismo tisular. 5 
 
De acuerdo con un aspecto, el producto de terapia génica comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica 
una microdistrofina funcional. 
 
En el marco de la divulgación, microdistrofina se refiere a un péptido o proteína, que es más corta que la distrofina 10 
natural o de tipo silvestre. En el contexto de la divulgación, los términos "microdistrofina" y "minidistrofina" tienen el 
mismo significado. En el resto de la divulgación, se usará el término "microdistrofina", así como las abreviaturas 
"MD" o "µDis". 
 
Una microdistrofina "funcional" significa que el correspondiente péptido o proteína es capaz de realizar al menos 15 
algunas de las funciones de la proteína distrofina de tipo silvestre y es capaz de aliviar, al menos parcialmente, uno o 
más de los síntomas asociados con la ausencia de una distrofina natural, especialmente la degeneración de fibras, 
inflamación, necrosis, reemplazamiento de músculo con tejido cicatricial y adiposo, debilidad muscular, insuficiencia 
digestiva, respiratoria y cardíaca, así como muerte prematura. 
 20 
La estructura de la distrofina está bien documentada (véase la Figura 1) y se han desvelado los fragmentos de la 
misma (Athanasopoulos et al., Gene Ther 2004 Suppl 1:S109-21). Como se entenderá en la materia, un fragmento 
activo es una parte o partes de una secuencia de longitud completa que conserva la función biológica de la 
secuencia de longitud completa. 
 25 
La distrofina de longitud completa se caracteriza por diferentes dominios: 
 
- Un dominio en N-terminal que se une a actina; 
- 4 dominios bisagra (H1 a H4); 
- 24 repeticiones de tipo espectrina o dominios en bastón (1 a 24); 30 
- Un dominio rico en cisteína; 
- Un dominio en C-terminal. 
 
De acuerdo con un aspecto, la microdistrofina tiene al menos un dominio que carece, ventajosamente de al menos 
una repetición de tipo espectrina. 35 
 
De acuerdo con un aspecto particular, la microdistrofina tiene la configuración ΔR4-R23/ΔCT, que comprende 4 
repeticiones de tipo espectrina, es decir las repeticiones de tipo espectrina 1, 2, 3 y 24 tal como se muestra en la 
Figura 1. De forma más precisa, esta secuencia comprende las deleciones de dominios en bastón 4-23 y los exones 
71-78 del dominio CT de distrofina, y contiene los tres últimos aminoácidos del exón 79 de distrofina seguidos por 40 
tres codones de parada. 
 
Tal microdistrofina anotada ΔR4-R23/ΔCT o MD1 tiene, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos mostrada en la 
SEQ ID NO: 3, 4 o 7. 
 45 
En un aspecto, la secuencia de ácido nucleico que codifica la microdistrofina funcional, también llamada ORF por 
"open reading frame" (marco de lectura abierta), es un ADNc. Sin embargo, por ejemplo, se puede usar ADN o ARN 
monocatenario o bicatenario. 
 
En otro aspecto, la presente divulgación proporciona composiciones que comprenden secuencias de ácido nucleico 50 
que son más cortas que el ADNc de la distrofina de tipo silvestre. 
 
Cuando se usa en el contexto de los vectores de AAV, que pueden acomodar aproximadamente 4,7 kb, la secuencia 
de ácido nucleico que codifica la microdistrofina funcional, así como todas las secuencias requeridas para su 
adecuada expresión, no deberían superar esta capacidad de empaquetamiento. 55 
 
En un aspecto, la secuencia de ácido nucleico que codifica la microdistrofina funcional no supera las 4500, 4000 pb, 
preferentemente las 3900, 3800, 3700, 3600 o incluso las 3500 pb. 
 
La secuencia de ácido nucleico que codifica la microdistrofina funcional es ventajosamente de origen humano pero 60 
también puede ser de un primate no humano, de un cánido, de una rata o una secuencia de murino. En un aspecto, 
la secuencia de ácido nucleico se origina en el organismo al que se administrará (por ejemplo, una secuencia 
humana en seres humanos). 
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De acuerdo con otra realización, la secuencia de ácido nucleico que codifica dicha microdistrofina se optimiza para 
su uso en seres humanos. Preferentemente, esta secuencia optimizada se modifica tal como sigue: 
 
- La secuencia se modifica para incluir una secuencia de Kozak consenso antes del codón de iniciación AUG en el 

ARNm, para potenciar la iniciación de la traducción. 5 
- La secuencia se optimiza basándose en las frecuencias de ARN de transferencia en seres humanos y el 

contenido en GC está aumentado para promover la estabilidad del ARN. Como resultado y en un caso 
específico, la optimización por codón para seres humanos ventajosamente lleva a la modificación del 63 % de los 
codones y al aumento del contenido en GC a más del 60 %. Esto, por supuesto, depende de la secuencia de 
microdistrofina original (antes de la optimización) y del hospedador diana. 10 

 
De acuerdo con un aspecto, la secuencia de ácido nucleico que codifica una microdistrofina funcional se 
corresponde con los nucleótidos 586 a 4185 de la secuencia SEQ ID NO: 1 tal como se muestra en la SEQ ID NO: 5. 
De acuerdo con un aspecto, dicha secuencia puede ser un ácido nucleico aislado que codifica una microdistrofina 
que tiene homología o identidad sustancial (el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %, el 95 % o incluso el 99 %) con los 15 
péptidos desvelados en el presente documento, especialmente de la secuencia SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, o 
incluso la SEQ ID NO: 7. 
 
Preferentemente, la secuencia de nucleótidos de un ácido nucleico aislado que codifica un péptido de la invención es 
"sustancialmente homóloga/idéntica", es decir, es aproximadamente el 60 % homóloga, más preferentemente 20 
aproximadamente el 70 % homóloga, incluso más preferentemente aproximadamente el 80 % homóloga, más 
preferentemente aproximadamente el 90 % homóloga, incluso más preferiblemente, aproximadamente el 95 % 
homóloga, e incluso más preferentemente aproximadamente el 97 %, el 98 % o incluso el 99 % homóloga a una 
secuencia de nucleótidos de un ácido nucleico aislado que codifica la microdistrofina funcional, especialmente de la 
secuencia SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6 o incluso la SEQ ID NO: 8. 25 
 
De acuerdo con la invención, la secuencia de nucleótidos contenida en un vector de expresión de acuerdo con la 
invención es de la secuencia SEQ ID NO: 1. 
 
En otro aspecto, la composición comprende un plásmido o un vector. De acuerdo con un aspecto específico, el ácido 30 
nucleico aislado se inserta en el vector. En breve resumen, la expresión de ácidos nucleicos naturales o sintéticos se 
logra típicamente uniendo de forma operativa un ácido nucleico o partes del mismo a un promotor, e incorporando la 
construcción en un vector de expresión. Los vectores a usar son adecuados para la replicación y, opcionalmente, la 
integración en células eucariotas. Los vectores típicos contienen terminadores de transcripción y traducción, 
secuencias de iniciación y promotores útiles para la regulación de la expresión de la secuencia de ácido nucleico 35 
deseada. 
 
En un aspecto, la composición comprende un vector de expresión, que es un vector vírico. Son de particular interés 
los vectores de expresión cuya capacidad de empaquetamiento no permite la acomodación del gen de distrofina (de 
tipo silvestre), incluyendo el ADNc de distrofina (de tipo silvestre). 40 
 
De acuerdo con la invención, el vector vírico que contiene la construcción de expresión es un vector de virus 
adenoasociado (AAV) tal como se define mediante las reivindicaciones. Los vectores de virus adenoasociados (AAV) 
han llegado a ser poderosas herramientas de administración génica para el tratamiento de diversos trastornos. Los 
vectores de AAV poseen una serie de características que los hace idealmente adecuados para terapia génica, 45 
incluyendo una ausencia de patogenicidad, inmunogenicidad moderada y la capacidad para transducir células 
postmitóticas y tejidos de una forma estable y eficaz. La expresión de un gen particular contenido en un vector de 
AAV se puede dirigir de forma específica a uno o más tipos de células eligiendo la combinación apropiada de 
serotipo de AAV, promotor y método de administración. 
 50 
En una realización, la secuencia codificante está contenida en un vector de AAV tal como se define mediante las 
reivindicaciones. Se conocen más de 100 serotipos de AAV de origen natural. Existen muchas variantes naturales en 
la cápside de AAV, que permiten la identificación y el uso de AAV con propiedades específicamente adecuadas para 
patologías distróficas. Los virus AAV se pueden modificar genéticamente usando técnicas convencionales de 
biología molecular, haciendo posible optimizar estas partículas para la administración a células específicas de 55 
secuencias de ácido nucleico, para minimizar la inmunogenicidad, para ajustar la estabilidad y la durabilidad de la 
partícula, para la degradación eficaz, para la administración precisa al núcleo. 
 
Tal como se ha mencionado anteriormente, el uso de vectores de AAV es un modo común de administración 
exógena de ADN dado que no es relativamente tóxico, proporciona una transferencia génica eficaz y se puede 60 
optimizar fácilmente para fines específicos. Entre los serotipos de AAV aislados a partir de seres humanos o de 
primates no humanos (PNH) y bien caracterizados, el serotipo 2 humano es el primer AAV que se desarrolló como 
un vector de transferencia génica. Otros serotipos de AAV usados actualmente incluyen AAV1, AAV3, AAV4, AAV5, 
AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 y AAV12. Además, las variantes no naturales modificadas 
genéticamente y los AAV quiméricos también son útiles. 65 
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Los fragmentos deseables de AAV para el ensamblaje en vectores incluyen las proteínas cap, incluyendo vp1, vp2, 
vp3 y regiones hipervariables, las proteínas rep, incluyendo rep 78, rep 68, rep 52 y rep 40 y las secuencias que 
codifican estas proteínas. Estos fragmentos se pueden utilizar fácilmente en una variedad de sistemas vectoriales y 
de células hospedadoras. 
 5 
Tales fragmentos se pueden usar solos, en combinación con otras secuencias o fragmentos del serotipo de AAV, o 
en combinación con elementos de otros AAV u otras secuencias víricas que no sean de AAV. Tal como se usa en el 
presente documento, los serotipos de AAV artificiales incluyen, sin limitación, AAV con una proteína de la cápside 
que no es de origen natural. Tal cápside artificial se puede generar mediante cualquier técnica adecuada, usando 
una secuencia seleccionada de AAV (por ejemplo, un fragmento de una proteína de la cápside vpI) en combinación 10 
con secuencias heterólogas que se pueden obtener a partir de un diferente serotipo de AAV seleccionado, partes no 
contiguas del mismo serotipo de AAV, de una fuente vírica que no sea AAV, o de una fuente no vírica. Un serotipo 
de AAV artificial puede ser, sin limitación, una cápside quimérica de AAV, una cápside recombinante de AAV, o una 
cápside "humanizada" de AAV. Por lo tanto, los AAV ejemplares o los AAV artificiales, incluyen AAV2/8 (documento 
US 7.282.199), AAV2/5 (disponible del National Institute of Health), AAV2/9 (documento WO2005/033321), AAV2/6 15 
(documento US 6.156.303), y AAVrh8 (WO2003/042397), entre otros. En un aspecto, los vectores útiles en las 
composiciones y en los métodos descritos en el presente documento contienen, como mínimo, las secuencias que 
codifican una cápside de un serotipo de AAV seleccionado, por ejemplo, una cápside de AAV8 o un fragmento del 
mismo. En otro aspecto, los vectores útiles contienen, como mínimo, secuencias que codifican una proteína rep de 
un serotipo de AAV seleccionado, por ejemplo, proteína rep de AAV8 o un fragmento del mismo. Opcionalmente, 20 
tales vectores pueden contener tanto proteínas cap como rep de AAV. En vectores en los que se proporcionan tanto 
rep como cap de AAV, las secuencias de rep de AAV y de cap de AAV pueden ser de un serotipo de origen, por 
ejemplo, todas de origen de AAV8. Como alternativa, se pueden usar vectores en los que las secuencias rep son de 
un serotipo de AAV, que difiere del que proporciona las secuencias de cap. En un aspecto, las secuencias rep y cap 
se expresan a partir de fuentes separadas (por ejemplo, vectores separados, o una célula hospedadora y un vector). 25 
En otro aspecto, estas secuencias rep se fusionan en marco a secuencias cap de un serotipo AAV diferente para 
formar un vector de AAV quimérico, tal como AAV2/8 (documento US 7.282.199). 
 
De acuerdo con la invención, la composición comprende un vector AAV2/8. 
 30 
En los vectores de AAV descritos en el presente documento, el genoma de AAV puede ser o bien un ácido nucleico 
monocatenario (ss, del ingléssingle stranded) o una molécula de ácido nucleico bicatenario (ds, del inglés double 
stranded) / autocomplementario (sc, del inglés self complementary). 
 
De acuerdo con la invención, la secuencia de ácido nucleico que codifica la microdistrofina funcional se inserta entre 35 
las secuencias de ITR (« Repetición Terminal Invertida ») del AAV, es decir: 
 
- nucleótidos 1 a 128 de la secuencia SEQ ID NO: 1 (secuencias 5’ITR); 
- nucleótidos 4511 a 4640 de la secuencia SEQ ID NO: 1 (secuencias 3’ITR). 
 40 
Las partículas de virus recombinantes se pueden obtener mediante cualquier método conocido para un experto en la 
materia, por ejemplo, mediante cotransfección de células HEK 293, mediante el sistema del virus del herpes simple y 
mediante el sistema de baculovirus. Los títulos del vector normalmente se expresan como genomas víricos por ml 
(gv/ml). 
 45 
En un aspecto, el vector de expresión comprende secuencias reguladoras, especialmente una secuencia de 
promotor. Tales promotores pueden ser promotores naturales o sintéticos (artificiales), inducibles o constitutivos. 
 
En un aspecto, el promotor es un promotor ubicuo o que tiene una baja especificidad de tejido. Como ejemplo, el 
vector de expresión puede llevar fosfoglicerato cinasa 1 (PGK), EF1, β-actina, promotor de CMV. 50 
 
En un aspecto preferido, la secuencia del promotor se elige con el fin de dirigir de forma adecuada la expresión de la 
secuencia de ácido nucleico colocada bajo su control, en términos de nivel de expresión, pero también de 
especificidad de tejido. En un aspecto, el vector de expresión comprende un promotor específico del músculo. Tal 
promotor permite una fuerte expresión en los músculos esqueléticos, y posiblemente en el músculo cardíaco así 55 
como en el diafragma. Los ejemplos de promotores adecuados conocidos por el experto en la materia son, por 
ejemplo, el promotor de desmina, el promotor de la creatina cinasa muscular (MCK), el promotor de CK6 y el 
promotor Syn. De acuerdo con la invención, el promotor es el promotor sintético C5-12 (spC5-12) tal como se 
muestra en las secuencias SEQ ID NO: 1 (nucleótidos 215 a 537), que permite una fuerte expresión en los músculos 
esquelético y cardíaco. 60 
 
Un listado no exhaustivo de otras posibles secuencias reguladoras es: 
 
- una señal de poliadenilación, por ejemplo, el poliA del gen de interés, el poliA de SV40 o de hemoglobina beta 

(HBB2), ventajosamente en 3’ de la secuencia que codifica la microdistrofina funcional; La poli A del SV40 se 65 
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desvela en las secuencias SEQ ID NO: 1 (nucleótidos 4223 a 4353) y la SEQ ID NO: 2 (nucleótidos 4226 a 
4356); 

- secuencias para la estabilización del tránscrito, por ejemplo, intrón 1 de hemoglobina (HBB2); 
- secuencias de potenciador; 
- secuencias diana de miARN, que pueden inhibir la expresión de la secuencia que codifica la distrofina funcional 5 

en tejidos no diana, en los que no se desea dicha expresión, por ejemplo donde puede ser tóxico. 
Preferentemente, el correspondiente miARN no está presente en los músculos esqueléticos, y posiblemente no 
en el diagrama ni en el corazón. 

 
De acuerdo con la invención, el producto de terapia génica comprende un vector de expresión, es decir, un vector 10 
AAV2/8 que lleva la secuencia SEQ ID NO: 1. 
 
De acuerdo con la presente divulgación, la composición comprende al menos dicho un producto de terapia génica, y 
posiblemente otras moléculas activas (otros productos de terapia génica, moléculas químicas, péptidos, proteínas...), 
dedicadas al tratamiento de la misma enfermedad o de otra enfermedad. 15 
 
De acuerdo con una realización específica, dicha composición no comprende ningún agente inmunosupresor. 
 
La presente divulgación, entonces, proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un ácido nucleico o 
vector descrito en el presente documento. Tales composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz 20 
del agente terapéutico (el ácido nucleico o vector) y un vehículo farmacéuticamente aceptable. La expresión 
"farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o 
enumerado en la Farmacopea de Estados Unidos o de Europa u otra farmacopea reconocida generalmente para su 
uso en animales y seres humanos. El término "transportador" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o 
vehículo con el que se administra el agente terapéutico. Dichos vehículos farmacéuticos pueden ser líquidos 25 
estériles, tales como agua y aceites, incluidos aquellos de origen en el petróleo, animal, vegetal o sintético, tales 
como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua es un vehículo 
preferido cuando la composición farmacéutica se administra por vía intravenosa. Se pueden emplear también 
soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol como vehículos líquidos, particularmente para 
soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos incluyen almidón, glucosa, lactosa, sacarosa, estearato de 30 
sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, 
etanol y similares. 
 
La composición, si se desea, también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o 
emulsionantes, o agentes tamponantes del pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones, 35 
suspensiones, emulsiones, formulaciones de liberación sostenida y similares. Los ejemplos de vehículos 
farmacéuticos adecuados se describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" de E. W. Martin. Tales 
composiciones contendrán una cantidad terapéuticamente eficaz del agente terapéutico, preferentemente en forma 
purificada, junto con una cantidad adecuada de vehículo para proporcionar la forma de administración adecuada al 
sujeto. 40 
 
En una realización preferida, la composición se formula de acuerdo con procedimientos habituales tales como una 
composición farmacéutica adaptada para la administración intravenosa a seres humanos. Típicamente, las 
composiciones para la administración intravenosa son soluciones en tampón acuoso isotónico estéril. Cuando sea 
necesario, la composición también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaína para 45 
aliviar el dolor en el sitio d la inyección. 
 
En una realización, la composición de acuerdo con la invención es adecuada para la administración en seres 
humanos. La composición preferentemente está en forma líquida, ventajosamente una composición salina, más 
ventajosamente una solución salina tamponada con fosfato (PBS) o una solución de Ringer-Lactato. 50 
 
La cantidad de agente terapéutico (es decir, un ácido nucleico o un vector) de la invención que será eficaz en el 
tratamiento de enfermedades distróficas se puede determinar mediante técnicas clínicas convencionales. Además, 
se pueden utilizar de manera opcional ensayos in vivo y/o in vitro para ayudar a predecir los intervalos de 
dosificación óptimos. La dosis precisa a emplear en la formulación también dependerá de la vía de administración, 55 
del peso y de la seriedad de la enfermedad, y se debería decidir de acuerdo con el juicio del médico y de las 
circunstancias de cada paciente. 
 
La administración adecuada debería de permitir la administración de una cantidad terapéuticamente eficaz de 
producto de terapia génica a los tejidos diana, especialmente a los músculos esqueléticos posiblemente a los 60 
músculos lisos (por ejemplo, esófago), al diafragma y al corazón. En el contexto de la invención, cuando el producto 
de terapia génica es un vector vírico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una 
microdistrofina funcional, tal como se define mediante las reivindicaciones, la dosis terapéutica se define como la 
cantidad de partículas víricas (gv para genomas víricos) que contienen la secuencia de microdistrofina, administrada 
por kilogramo (kg) del sujeto. 65 
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Las vías de administración disponibles son tópica (local), entérica (efecto en todo el sistema, pero administrado a 
través del tracto gastrointestinal (GI), o parenteral (acción sistémica, pero administrada mediante otras vías que no 
sean el tracto GI). La vía de administración preferida de las composiciones desveladas en el presente documento es 
parenteral, que incluye la administración intramuscular (es decir, en el músculo) y la administración sistémica (es 
decir, en el sistema circulatorio). En este contexto, el término "inyección" (o "perfusión" o "infusión") abarca la 5 
administración intravascular, en particular intravenosa (IV), y la administración intramuscular (IM). Las inyecciones 
normalmente se realizan usando jeringas o catéteres. 
 
El método de administración de acuerdo con la invención es la administración sistémica. La inyección sistémica abre 
la vía a una inyección del cuerpo completo, con el fin de alcanzar la totalidad de los músculos del cuerpo del sujeto, 10 
incluyendo el corazón y el diafragma y, entonces, lograr el tratamiento de estas enfermedades sistémicas y aún 
incurables. En determinadas realizaciones, la administración sistémica comprende la administración de la 
composición al sujeto de manera que la composición sea accesible a través del cuerpo del sujeto. 
 
De acuerdo con la invención, la administración sistémica tiene lugar mediante la inyección de la composición en un 15 
vaso sanguíneo, es decir, administración intravascular (intravenosa o intraarterial). De acuerdo con una realización, 
la composición se administra mediante inyección intravenosa, a través de una vena periférica. 
 
La administración sistémica típicamente se realiza en las siguientes condiciones: 
 20 
- un caudal de entre 1 a 10 ml/min, ventajosamente entre 1 a 5 ml/min, por ejemplo, 3 ml/min; 
- el volumen total inyectado puede variar entre 1 y 20 ml, preferentemente 5 ml de preparación de vector por kg del 

sujeto. El volumen inyectado no debería suponer más del 10 % del volumen sanguíneo total, preferentemente 
aproximadamente el 6 %. 

 25 
Cuando se administra por vía sistémica, la composición preferentemente se administra con una dosis menor o igual 
que 1015 gv/kg o incluso 1014 gv/kg, ventajosamente entre 1012 gv/kg y 1014 gv/kg, más ventajosamente entre 5·1012 
gv/kg y 1014 gv/kg, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9·1013 gv/kg. También se puede contemplar una dosis más baja 
de, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9·1012 gv/kg con el fin de evitar la posible toxicidad y/o reacciones 
inmunológicas. Como es sabido por el experto en la materia, se prefiere una dosis tan baja como sea posible que dé 30 
resultados satisfactorios en términos de eficacia. 
 
En una realización específica, el tratamiento comprende una única administración de la composición. 
 
Tal como se ilustra en los ejemplos siguientes, no se cree que la administración del producto de terapia génica de 35 
acuerdo con la invención se asocie con reacciones inmunológicas adversas. Por lo tanto, y de acuerdo con una 
realización, dicha administración no se combina con ningún tratamiento inmunosupresor extra o adicional 
(inmunosupresión). 
 
En un aspecto, la presencia del producto de terapia génica y/o la expresión de la microdistrofina funcional, así como 40 
los beneficios terapéuticos asociados, se observan durante hasta 1 mes, o 3 meses, o 6 meses, o incluso 1 año, 2 
años, 5 años, 10 años o incluso la vida completa del sujeto. 
 
De acuerdo con la invención, el sujeto es un ser humano. 
 45 
"Enfermedad distrófica" se refiere a una enfermedad vinculada a un defecto en el gen de la distrofina. Este defecto 
puede ser deleciones o mutaciones que llevan a un bajo nivel de expresión o ausencia de expresión, la introducción 
de un codón de parada prematuro en el marco de lectura abierta, o la producción de una proteína inactiva. De 
acuerdo con la invención, la enfermedad distrófica es la distrofia muscular de Duchenne (DMD) causada por 
mutaciones en el gen de la distrofina. Dichas mutaciones pueden dar como resultado la ausencia de un bajo nivel de 50 
expresión de distrofina o en la producción de una proteína parcialmente o completamente inactiva, posiblemente 
truncada. 
 
Los sujetos que podrían beneficiarse de las composiciones de la invención incluyen pacientes, tal como se define en 
las reivindicaciones, diagnosticados con distrofia muscular o en riesgo de desarrollar tal distrofia muscular. Un sujeto 55 
a tratar, entonces, se puede seleccionar basándose en la identificación de mutaciones o deleciones en el gen de la 
distrofina mediante cualquier método conocido para el experto en la materia, que incluye, por ejemplo, la 
secuenciación del gen de la distrofina, y/o mediante la evaluación del nivel de expresión o actividad de la distrofina 
mediante cualquier método conocido para el experto en la materia. Por lo tanto, dichos sujetos incluyen tanto sujetos 
que ya presentan síntomas de una enfermedad distrófica como sujetos en riesgo de desarrollar dicha enfermedad. 60 
En un aspecto, dichos sujetos incluyen sujetos que ya presentan síntomas de una enfermedad distrófica. En otro 
aspecto, dichos sujetos son pacientes ambulatorios y pacientes no ambulatorios tempranos. 
 
Dichas composiciones están especialmente destinadas a la terapia génica, para el tratamiento de la distrofia 
muscular de Duchenne (DMD). 65 
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Un primer objetivo de la invención es proporcionar un tratamiento seguro (no tóxico). Un objetivo adicional es 
proporcionar un tratamiento eficaz que permita posponer, ralentizar o evitar el desarrollo de la enfermedad, y 
posiblemente mejorar el fenotipo del paciente que se puede controlar fácilmente a nivel clínico. 
 
En un sujeto, la composición según la invención se puede usar: 5 
 
- para mejorar la función muscular. Son de particular interés los músculos esqueléticos, pero también el músculo 

cardíaco y el diafragma; 
- para mejorar la forma de andar; 
- para mejorar la función cardíaca; 10 
- para mejorar la función respiratoria; 
- para mejorar la función digestiva; y/o 
- para prolongar la supervivencia, más generalmente, para mejorar la calidad y la esperanza de vida. 
 
De acuerdo con un aspecto, la divulgación se refiere a un método para mejorar la función muscular, la forma de 15 
andar, la función digestiva, la función cardíaca y/o la función respiratoria y/o para prolongar la supervivencia, 
ventajosamente sin efectos adversos (respuesta inmunológica celular y/o humoral), que comprende la 
administración, a un sujeto que lo necesite, de una cantidad terapéutica de un producto de terapia génica tal como 
se desvela anteriormente. 
 20 
Ventajosamente, dichas mejoras se observan durante hasta 1 mes tras la administración, o 3 meses o 6 meses o 9 
meses, más ventajosamente durante hasta 1 año tras la administración, 2 años, 5 años, 10 años o incluso durante la 
vida completa del sujeto. 
 
En una realización, dichas mejoras dan como resultado una reducción en la gravedad de los síntomas y/o en la 25 
frecuencia y/o en la aparición retardada, en donde dichos síntomas se eligen dentro del grupo que consiste en 
caídas frecuentes, incapacidad para andar, disfagia, cardiomiopatía, hipersalivación, motricidad reducida (correr, 
saltar a la pata coja, saltar), anomalías respiratorias, pseudohipertrofia, hiperlordosis lumbar y rigidez muscular. 
 
Se puede evaluar una mejora de dichas funciones basándose en los métodos conocidos en la materia, por ejemplo: 30 
 
- evaluación del porcentaje de fibras musculares que expresan la proteína distrofina; 
- pruebas de andar; 
- evaluación de la fuerza mediante medidas de dinamómetro; 
- evaluación de la función motora de una extremidad concreta mediante medidas de la función motora; 35 
- evaluación de la actividad global usando un control de movimiento; 
- evaluación de la forma de andar mediante registro con acelerómetro en 3 ejes; 
- evaluación de la función cardíaca mediante ecocardiograma, análisis Doppler y análisis por seguimiento de 

marcas (Specke tracking); 
- evaluación de la función respiratoria mediante evaluación de la cinética del diafragma; 40 
- evaluación de las funciones vitales, especialmente las funciones cardíaca, respiratoria y digestiva, mediante 

seguimiento clínico; 
- evaluación de la calidad y esperanza de vida mediante puntuación clínica. 
 
Tal como se ilustra en los ejemplos, el tratamiento reivindicado permite la mejora del estado clínico y de diversos 45 
parámetros desvelados anteriormente en comparación con un sujeto no tratado. 
 
De acuerdo con un aspecto, se describe un método de tratamiento de una enfermedad distrófica que comprende la 
administración a un sujeto del producto de terapia génica tal como se desvela anteriormente, en donde: 
 50 
- al menos el 30 % de las fibras musculares, ventajosamente el 40 %, más ventajosamente al menos el 50% de las 

fibras musculares expresan la proteína distrofina; y/o 
- se mantiene una puntuación clínica a un nivel que se corresponde con al menos el 50 % de la puntuación de un 

sujeto sano, ventajosamente al menos el 60 % o incluso el 70 %. 
 55 
Ventajosamente, dichos efectos se observan durante hasta 1 mes tras la administración, o 3 meses o 6 meses o 9 
meses, más ventajosamente durante hasta 1 año tras la administración, 2 años, 5 años, 10 años o incluso más, 
durante toda la vida del sujeto. 
 
Tal como se conoce en la materia, el nivel de expresión de distrofina en los músculos se determina fácilmente por el 60 
experto en la materia, ventajosamente mediante inmunohistoquímica, por ejemplo, mediante inmunotinción de 
biopsias musculares con un anticuerpo anti-distrofina tal como se desvela anteriormente. El cálculo de puntuaciones 
clínicas es también habitual para el experto en la materia. Tal como se detalla anteriormente en relación con los 
perros, esta puntuación se puede calcular basándose en la disfagia, en la respiración, en la hipersalivación y en la 
actividad global. Con respecto a los pacientes, Bushby y Connor, por ejemplo, han enumerado medidas de 65 
resultados clínicos para ensayos en distrofia muscular de Duchenne (Clin Investig (Lond). 2011; 1(9): 1217-1235). 
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La práctica de la presente invención emplea, salvo que se indique de otro modo, técnicas convencionales de biología 
molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiología, biología celular, bioquímica e inmunología, que están 
dentro del alcance del experto en la materia. Dichas técnicas se explican por completo en las referencias, tales 
como, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", cuarta edición (Sambrook, 2012); "Oligonucleotide Synthesis" 
(Gait, 1984); "Culture of Animal Cells" (Freshney, 2010); "Methods in Enzymology" "Handbook of Experimental 5 
Immunology" (Weir, 1997); "Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (Miller y Calos, 1987); "Short Protocols in 
Molecular Biology" (Ausubel, 2002); "Polymerase Chain Reaction: Principles, Applications and Troubleshooting", 
(Babar, 2011); "Current Protocols in Immunology" (Coligan, 2002). Estas técnicas se aplican a la producción de los 
polinucleótidos y polipéptidos de la invención y, como tales, se pueden considerar en la realización y puesta en 
práctica de la invención. Las técnicas particularmente útiles para realizaciones particulares se tratarán en las 10 
posteriores secciones. 
 
Ejemplos experimentales 
 
La invención se describe adicionalmente en detalle en referencia a los siguientes ejemplos experimentales y a las 15 
figuras adjuntas. Estos ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos. 
 
Los resultados presentados a continuación se han obtenido en el modelo de perro GRMD (siglas de Golden 
Retriever Muscular Dystrophy, distrofia muscular en Golden Retriever). Es el mejor modelo animal para patologías 
distróficas, con el fin de evaluar el potencial de un producto de terapia génica, en términos de eficacia (dosis 20 
terapéutica, estabilidad, toxicidad, ...) pero también de respuesta inmunológica, antes de los ensayos clínicos. 
 

Figura 1: Esquema de la distrofina de longitud completa (A), de diversas microdistrofinas (B) y de la construcción 
de expresión (C). 
Figura 2: Plan de estudio - Esquema general del tratamiento sistémico en perros GRMD. 25 
Figura 3: 

 
A/ Biopsias musculares obtenidas 3 meses después de la administración del vector rAAV2/8-SPc5.12-cMD 
mediante administración sistémica intravenosa en el perro GRMD2 (ICI). 

 30 
a/ m. bíceps femoral antes de la inyección 
b/ perro sano 
c / m. extensor radial del carpo derecho: 
el 82 % de cMD + fibras (cMD detectado en el 82 % de las fibras) 2,8 gv/gd (genoma del vector por 
genoma diploide) 35 
d/ m. extensor común de los dedos derecho: 
el 59 % de cMD + fibras (cMD detectado en el 59 % de las fibras) 4,1 gv/gd 
c / m. extensor radial del carpo izquierdo: 
el 62 % de cMD + fibras (cMD detectado en el 62 % de las fibras) 6,2 gv/gd 
f / m. extensor común de los dedos izquierdo: 40 
el 66 % de cMD + fibras (cMD detectado en el 66 % de las fibras) 2,6 gv/gd 

 
B/ Biopsias musculares obtenidas 8 meses después de la administración del vector rAAV2/8-SPc5.12-cMD 
mediante administración sistémica intravenosa en el perro GRMD2 (ICI): 

 45 
a/ m. bíceps femoral derecho: 
el 58 % de cMD + fibras (cMD detectado en el 58 % de las fibras) 1,0 gv/gd 
b/ m. bíceps femoral izquierdo: 
el 56 % de cMD + fibras (cMD detectado en el 56 % de las fibras) 0,8 gv/gd 

 50 
Figura 4: Datos de la puntuación clínica obtenidos en la cohorte de GRMD que ha recibido 1014 gv/kg de vector 
rAAV2/8-SPc5.12-cMD por vía sistémica a la edad de 2 meses. 
* significa que el perro ya no está vivo 
Figura 5: Datos del índice global de la forma de andar. Las curvas se calcularon usando el modelo construido 
mediante análisis discriminante y se representan los datos obtenidos para GRMD no tratados y perros sanos. 55 
Para los últimos, se muestran las curvas de centroides medias y los intervalos de confianza del 95 %. 
Figura 6: Intervalo de movimiento del diafragma (IMD) controlado sobre perros GRMD tratados y no tratados. Los 
perros sanos presentan un valor de IMD de entre el 90 y el 110 %. 
Figura 7: ELISpot de IFNγ que usa grupos de péptidos de µDis de cánido (cinética de PBMC). Los datos se 
obtuvieron en el perro GRMD 2 (ICI) que ha recibido 1014 gv/kg de vector rAAV2/8-SPc5.12-cMD por vía 60 
sistémica a la edad de 2 meses. 
Figura 8: Detección de anticuerpos IgG anti-distrofina mediante análisis por transferencia de Western en suero 
de perro inyectado. Los datos se obtuvieron en el perro GRMD 2 (ICI) que ha recibido 1014 gv/kg de vector 
rAAV2/8-SPc5.12-cMD por vía sistémica a la edad de 2 meses. La reactividad de cada suero se ensayó en 
extractos celulares de 293 células transfectadas (o no) con un pCMV-cánido-MD (cµDis). Se ha ensayado el 65 
suero antes de la inyección (día 0) y después de la inyección (semana 3, mes 1,5, mes 2,5, mes 4 y mes 7,5). 
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Los controles positivos consistieron en el anticuerpo anti-distrofina MANEX 1011C, y un suero de cánido positivo 
(C+) de un perro GRMD inmunizado contra la distrofina. 

 
Materiales y métodos: 
 5 
1/ Animales 
 
La evaluación de una inyección sistémica completa del vector de microdistrofina (rAAV2/8-SPc5.12-cMD) se ha 
realizado en el modelo de perro GRMD (Kornegay et al., Mamm Genome, 2012). Los perros macho seleccionados 
se genotiparon para la mutación de DMD, que consiste en un único cambio de base en el sitio de corte y empalme 10 
consenso en 3’ (A>G) del intrón 6 del gen de la distrofina, que provoca un procesamiento incorrecto del ARNm. 
 
Los perros se trataron tal como se muestra en la Tabla 1 a continuación (sin inmunosupresión): 
 

Dosis 
Momento del 
seguimiento 

Nombre del perro 
Fecha de la 
inyección 

Fecha del sacrificio 

1E14gv/kg 

Largo plazo 

IMAGE µDis 1 6/11/2013 
Aún vivo (17 meses tras la 

inyección)  

ICI µDis 2 6/01/2014 
Aún vivo (15 meses tras la 

inyección) 

7-8 meses tras la 
inyección 

ICE-T µDis 3 28/08/2013 16/04/2014 

JAFFAR µDis 4 16/09/2014 Mayo de 2015 

JACADI µDis 5 3/11/2014 Julio de 2015 

 15 
Los perros control se corresponden con perros GRMD no inyectados y perros sanos. 
 
2/ Vector de microdistrofina 
 
El vector rAAV2/8-SPc5.12-cMD codifica una distrofina de cánido (cMD) de secuencia optimizada de ARNm bajo el 20 
control de un promotor específico de músculo (SPc5.12). 
 
La construcción de ADNc de cMD de secuencia optimizada de ARNm específica de cánido, incorporó deleciones de 
los dominios en bastón 4-23 y exones 71-78 del dominio CT de distrofina (ΔR4-R23; Figura 1), que contiene los tres 
últimos aminoácidos del exón 79 de la distrofina seguido por los tres codones de parada y que incorpora el sitio de 25 
poliadenilación del SV40. Se modificó la secuencia de ADNc para incluir una secuencia de Kozak consenso. Se 
optimizó una secuencia de ARNm basándose en las frecuencias de ARN de transferencia en seres humanos y se 
aumentó el contenido en GC para promover la estabilidad del ARN. La optimización de la secuencia de ARNm de la 
microdistrofina (GENEART, Regensburg, Alemania) dio como resultado un aumento en GC del 48 % al 61 % en la 
distrofina de cánidos y también una modificación del 23,6 % de los codones. El tamaño del ADNc del gen de cMD es 30 
de 3603 pb y el tamaño del casete del transgén que contiene la repetición terminal invertida (ITR) flanqueante de 
este vector es 4643 pb, lo que se corresponde con el 99,2 % de las 4682 pb de la longitud del genoma de AAV2 de 
tipo silvestre. Las regiones no traducidas en 5’ y 3’ del gen de la distrofina se eliminaron para reducir el tamaño de la 
ITR flanqueante del casete de distrofina. La expresión estuvo bajo el control del promotor sintético específico de 
músculo (SPc5-12) (Wang, B., et al., Gene Ther, 2008. 15(22): págs. 1489-99). 35 
 
Este casete de expresión (SEQ ID NO: 2 que incluye la AAV_ITR, el promotor Spc512, el ADNc de DM de cánido y 
la PoliA del SV40) demostró que daba como resultado una expresión extendida y estable de distrofina tras las 
inyecciones intramusculares en el modelo de Duchenne CXMDJ basado en beagle (Koo, T., et al., J Gene Med, 
2011. 13(9): págs. 497-506). Además, esta construcción mejoró la patología muscular y la reducción de las 40 
respuestas inflamatorias en el tejido muscular diana. 
 
3/ Preparación de rAAV2/8-SPc5.12-cMD 
 
El vector de virus adenoasociado recombinante que contiene el ADNc de microdistrofina de cánido regulada por el 45 
promotor SPc5- 12, rAAV2/8-SPc5.12-cMD, se produjo en un sistema baculovirus/Sf9. Se generaron dos lotes de 
baculovirus, uno que expresa los genes de AAV rep (que codifica la proteína Rep del AAV2) y cap (que codifica la 
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proteína Cap del AAV8) y el segundo que es el vector de transferencia del AAV2. Los virus se produjeron, se 
almacenaron y se usaron para coinfectar células SF9 en un biorreactor de un solo uso de 200 litros (Sartorius). Tras 
un cultivo de tres días, las células se recolectaron, se lisaron y el lisado se procesó mediante aclaración, purificación 
en una columna de inmunoafinidad, concentración a través de filtración por flujo tangencial, formulación, filtración 
estéril y relleno. La purificación se basa en un gen comercial (AVB de GE Healthcare) que lleva un anticuerpo de 5 
cadena simple que se une a AAV1, AAV2, AAV3, AAV5, AAV6 y AAV8. El proceso tiene una producción global de 
más del 20 %, y genera 145 unidades de 4,5 ml de producto con un título vírico >1013 gv/ml. 
 
4/ Administración sistémica 
 10 
Se ha inyectado a los perros GRMD mediante administración sistémica con el vector del candidato terapéutico 
(rAAV2/8-SPc5.12-cMD). Esta cohorte piloto se administró con 1014 gv/kg (total de alrededor de 5x1014 gv/animal). 
La inyección sistémica simple se realizó a través de una vena periférica, en una vena cefálica canulada, a un caudal 
de 3 ml/min. El volumen inyectado total fue de alrededor de 25 ml de preparación de vector (5 ml/kg), lo que 
representa el 6 % del volumen sanguíneo total (siendo el 10 % el límite superior recomendado), que resultó ser muy 15 
bien tolerado. 
 
Se inyectó a los animales experimentales con 2 meses de edad y se les siguió tal como se muestra en la Tabla 1. 
Todos se preseleccionaron sistemáticamente para la ausencia de factores neutralizantes de AAV8 en el suero. Antes 
de la inyección intravenosa (IV) del vector, los perros GRMD que presentaron una profunda debilidad y/o 20 
incapacidad en la deglución se descartaron del experimento. Los regímenes inmunosupresores nunca se usaron y la 
única atención médica proporcionada se limitó a mantener la comodidad y el bienestar de los animales. Se 
obtuvieron documentos reglamentarios apropiados (ética y manejo de OGM) a su debido tiempo. Todos los 
procedimientos se llevan a cabo de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y 
aprobados por el Comité especial de Uso y Cuidado de los Animales. 25 
 
5/ Evaluación del tratamiento sistémico 
 
La morbilidad y mortalidad se evalúan dos veces al día. Los animales que se encuentren muertos se someterán a 
una necropsia en presencia del patólogo y se tomarán muestras de tejido cuando corresponda para tratar de 30 
determinar sistemáticamente la causa de la muerte. 
 
Tolerancia clínica y biológica del protocolo 
 
En todos los perros, los parámetros clínicos del laboratorio, incluyendo electrolitos, ensayos de función renal y 35 
hepática y recuentos sanguíneos totales se controlan de forma regular tras la inyección. El estado clínico de cada 
perro, incluyendo las funciones cardíacas, respiratorias, digestivas, locomotoras y neurológicas, también se evalúan 
todas cuidadosamente y semanalmente a lo largo del protocolo. 
 
Evaluación de la diseminación del vector y de la biodistribución del vector mediante Q-PCR 40 
 
La diseminación del vector y la biodistribución mediante Q-PCR se realizan de forma regular hasta el sacrificio en la 
orina, suero, biopsias intermedias del músculo, principales músculos esqueléticos de las 4 extremidades entre 
flexores y extensores, corazón y diafragma, hígado, bazo, riñones, nódulos linfáticos y testículos. La extracción de 
ADN de rAAV a partir de los fluidos se hace usando el mini-kit de ARN vírico Qiamp (Qiagen). El rAAV se extrae a 45 
partir de 140 µl de suero. Se usa 1/8 de la extracción (10 µl) para el análisis por Q-PCR. La extracción de ADN 
genómico (ADNg) de los tejidos se hace usando el kit Gentra Puregene (Qiagen) y Tissue Lyzer II (Qiagen). La 
concentración de cada muestra de ADNg se determina usando un nanoespectrómetro (Implen). 
 
La PCR cuantitativa se lleva a cabo en un StepOne Plus (Applied Biosystem) usando 50 ng de ADNg por duplicado o 50 
10 µl de extractos de fluido. El número de copias del vector se determina usando cebadores y sondas diseñados 
para amplificar de forma específica el casete SPc5.12-cMD. El número de copias de ADNg se determina usando 
cebadores y sondas diseñadas para amplificar el gen de glucuronidasa de cánido. Para cada muestra, los valores de 
Ct (de cycle threshold, umbral de ciclo) se comparan con los obtenidos con diferentes diluciones de plásmidos 
estándar linearizados (que contienen o bien el casete SPc5.12-cMD o el gen de glucorinidasa de cánido). Los 55 
resultados se expresan en el genoma del vector por genoma diploide (gv/gd). Para los fluidos, solo se realiza la Q-
PCR específica del transgén y los resultados se expresan en genoma del vector por µl de fluido extraído. La 
ausencia de inhibición de Q-PCR en presencia de ADNg se comprueba previamente analizando 10 µl de extracto de 
fluido o 50 ng de ADNg extraído del bazo, de los testículos, del hígado, del riñón o del músculo esquelético, 
enriquecido con diferentes diluciones de plásmido estándar. 60 
 
Evaluación de la expresión del transgén en diferentes tejidos mediante Q-RT-PCR 
 
La expresión de la microdistrofina se evalúa mediante Q-RT-PCR en múltiples músculos esqueléticos, corazón y 
diafragma, hígado, bazo y cualquier otro tejido que presente un elevado número de copas del vector. Brevemente, el 65 
ARN total se extrae de los músculos, del hígado y del bazo con reactivo TRIzol (Invitrogen) y se trata con DNAsa I 
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sin RNAsa del kit sin ADN TURBO (AMbio) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La transcripción inversa 
se realiza usando cebadores aleatorizados y una transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen). Para cada muestra se 
realiza un control negativo sin transcriptasa inversa (RT-) para cada muestra. La PCR cuantitativa se lleva a cabo en 
un StepOne Plus (Applied Biosystem) con ADNc diluido por duplicado. La cuantificación relativa de los mensajeros 
de cMD se determina usando cebadores diseñados para amplificar específicamente esta secuencia. Los resultados 5 
se normalizan mediante un análisis de Q-PCR del mensajero de cánido RPL32 (proteína ribosómica L32), conocido 
por expresarse de forma similar en los diferentes tejidos del perro (Peters, I.R., et al.,. Vet Immunol Immunopathol, 
2007. 117(1-2): págs. 55-66). La ausencia de inhibición de Q-PCR en presencia de ADNc de músculo, hígado y bazo 
se comprueba analizando ADNc diluido enriquecido con diferentes diluciones de plásmido estándar. 
 10 
Para cada muestra, los valores de Ct (de cycle threshold, umbral de ciclo) se comparan con los obtenidos con 
diferentes diluciones de plásmidos estándar (que contienen el casete de expresión de cMD o la secuencia del 
mensajero de cánido RPL32). Los resultados se expresan en cantidades relativas (CR): 
CR = 2-ΔCt = 2-(Ct diana - Ct control endógeno) 
 15 
Análisis de expresión de distrofina mediante análisis por transferencia de Western 
 
Usando un análisis por transferencia de Western, se evalúa la expresión de microdistrofina en diferentes músculos 
de los perros inyectados: 
 20 
- En varios músculos esqueléticos, así como en el corazón y en el diafragma, muestreados en el sacrificio, 
- En el hígado, bazo y cualquier otro tejido en el que se encontraría un alto nivel de números de copias de 

transgén, en el sacrificio. 
 
Las proteínas totales se extraen de las muestras de tejido. Los extractos de proteínas se separan en SDS-PAGE, se 25 
transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Tras la tinción con rojo Ponceau, las membranas se bloquean con 
leche desnatada al 5 % en TBS y se hibridan con el anticuerpo anti-distrofina MANEX1011C y con el anticuerpo 
secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP. 
 
Análisis de expresión de distrofina mediante inmunohistoquímica 30 
 
Mediante inmunohistoquímica, se evalúa la expresión de microdistrofina en los músculos esqueléticos de los perros 
inyectados: 
 
- En biopsias musculares intermedias, 35 
- En todos los músculos esqueléticos, así como en el corazón y en el diafragma, muestreados en el sacrificio, 
- En el hígado, bazo, testículos, riñones y nódulos linfáticos, muestreados en el sacrificio. 
 
La expresión y la localización de la microdistrofina se evalúan mediante inmunohistoquímica. La inmunotinción del 
polipéptido de microdistrofina se realiza en secciones transversales de cada músculo usando el anticuerpo anti-40 
distrofina de ratón de Novocastra (NCL-DYSB). La restauración de las proteínas asociadas con la distrofina se 
evalúa mediante inmunotinción de β-distroglicano, β-sarcoglicano, gamma-sarcoglicano y utrofina, incluyendo la 
colocalización con laminina en la membrana del sarcolema. 
 
Evaluación del patrón patológico local en los músculos 45 
 
La evaluación de la patología es clave para abordar el beneficio real del producto de terapia génica a nivel de tejido 
diana. Usando análisis morfométricos, el patólogo certificado por el Consejo de la CE evalúa el patrón patológico en 
los músculos esqueléticos de los perros inyectados. Estos análisis se realizan en músculos posturales con una 
mayoría de fibras de tipo I (músculos de la extremidad proximal, músculos paravertebrales); en músculos 50 
locomotores con una mayoría de fibras de tipo II (flexor y extensores de los músculos de la extremidad distal); en 
músculos respiratorios, en diafragma, en músculos intercostales y en músculos masticatorios. El corazón también se 
evalúa extensamente con la dificultad específica para aprehender el diámetro de las fibras debido a una orientación 
no paralela. 
 55 
La fibrosis endomisial se evalúa tras la revelación inmunohistoquímica de colágeno I (ensayo de inmunoperoxidasa) 
y la medición automática del porcentaje de las zonas marcadas. 
 
La fibrosis total se evalúa tras la revelación inmunohistoquímica de colágeno I (ensayo de inmunoperoxidasa), en los 
mismos portaobjetos que en la fibrosis endomisial. También se realiza una medición automática del porcentaje de 60 
las áreas totales marcadas. 
 
La fibrosis perimisial se calcula mediante la diferencia entre la fibrosis total y la fibrosis endomisial en los mismos 
campos de tejido muscular. 
 65 
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La anocitosis (variación del diámetro de las fibras se evalúa mediante morfometría manual: determinación del 
diámetro de fibra mínimo en al menos 200 miofibras y seis campos por sección transversal de músculo analizada. 
 
La necrosis se evalúa mediante medición de la acumulación de calcio, mediante una tinción de rojo de Alizarin. El 
porcentaje de áreas marcadas se mide tras el umbral manual. 5 
 
La regeneración se evalúa tras la revelación inmunohistoquímica de los miotubos con un anticuerpo específico de 
una isoforma de cadena pesada de miosina del desarrollo (ensayo de inmunoperoxidasa). El porcentaje de áreas 
marcadas se mide tras el umbral manual. 
La inflamación se evalúa tras la revelación inmunohistoquímica de linfocitos T y B y macrófagos en el mismo 10 
portaobjetos (ensayo de inmunoperoxidasa). El porcentaje de áreas marcadas se determina tras el umbral manual. 
 
Evaluación del patrón patológico en los diferentes tejidos 
 
Los posibles efectos secundarios adversos debido a los tejidos fuera de diana (hígado, bazo, riñón, ...) se evalúan 15 
usando la tinción de HE y los conocimientos especializados en anatomopatología en los diferentes tejidos de los 
perros en el sacrificio. 
 
Imágenes de RMN e índices de espectroscopía de músculos esqueléticos 
 20 
La obtención no invasiva de imágenes del músculo y los índices de espectroscopía se realizan una semana antes 
del sacrificio. Los perros se envían al Instituto de Miología, París (equipo de Pierre Carlier) y se someten a un 
escáner de resonancia magnética nuclear (RMN) 3T Siemens Trio scanner para describir de forma cuantitativa y 
seriada las anomalías distróficas del músculo en comparación con animales no tratados y sanos. Además de esto, 
se realiza una espectroscopía P31 del extensor radial del carpo a 4T en un escáner Bruker biospec. Cada medición 25 
individual se coloca en relación a los datos de referencia durante los estudios previos de RMN de la progresión de la 
enfermedad en grupos de perros sanos y no tratados. Thibaud, J.L., et al., Neuromuscul Disord, 2012. 22 Supl 2: 
págs. S85-99; Wary, C., et al., NMR Biomed, 2012. 25(10): páginas 1160-9. Se obtienen imágenes torácicas y de las 
extremidades pélvicas/anteriores en un escáner 3T. Las imágenes de grasas saturadas de T1, T2 y densidad de 
protones se adquieren tal como se describe en Thibaud, J.L., et al. (Neuromuscul Disord, 2007. 17(7): págs. 575-84). 30 
También se realiza una medición de T1 y un estudio cinético de dos horas de potenciación muscular después de la 
inyección de quelato de gadolinio. Se han identificado diez índices que difieren entre los perros sanos y los GRMD 
no tratados, que permiten la interpretación del efecto del tratamiento con terapia génica en grandes territorios 
musculares. 
 35 
Evaluación funcional: clasificación clínica 
 
El examen clínico también se realiza dos veces al día e incluye el consumo de alimento y agua, la actividad 
(comportamiento global, respuesta a estímulos externos) y aspecto físico (cara, pelaje, extremidades). Se realiza un 
examen completo con el peso corporal en todos los animales durante cada sacrificio. 40 
 
El estado clínico de los animales con respecto a la enfermedad muscular se evalúa mediante una clasificación 
clínica hecha semanalmente tras la inyección, usando un protocolo publicado anteriormente (Rouger, K., et al., Am J 
Pathol, 2011. 179(5): págs. 2501-18). Esta evaluación incluye 11 criterios de locomoción y 6 aspectos relacionados 
al estado de salud general (que incluye disfagia, hipersalivación, actividad global y respiración). Cada aspecto se 45 
puntúa de 0 a 2, con 0 correspondiéndose con la ausencia de síntomas y 2 con la máxima gravedad. La puntuación 
clínica global se expresa como el porcentaje de la puntuación clínica máxima (definida como el 100 % para un perro 
sano) y se construye una curva de tendencia (móvil significa orden 3) para representar la evolución de la puntuación 
clínica. La evolución de la puntuación clínica obtenida en los perros inyectados se compara con la evolución de la 
puntuación clínica de los peros GRMD no inyectados. 50 
 
Evaluación funcional: Análisis de la forma de andar (función muscular) 
 
El análisis de la forma de andar cuantificado mediante Locometrix se realiza dos veces al mes. Locometrix® es un 
dispositivo de acelerómetro en 3D compuesto de 3 acelerómetros colocados de forma ortogonal. Esta construcción 55 
permite el registro de las aceleraciones a lo largo de los ejes dorso-ventral, cráneo-caudal y medio-lateral de los 
perros. La velocidad, la frecuencia de la zancada, la longitud de la zancada, la regularidad, la energía total, la 
energía dorso-ventral, la energía craneo-caudal, la energía medio-lateral y la fuerza se pueden analizar con este 
dispositivo, y varios de estos índices se modifican durante la progresión de la enfermedad en perros GRMD 
(Barthelemy, I., et al., BMC Musculoskelet Disord, 2011. 12: pág. 75). 60 
 
Evaluación funcional: Evaluación de la función cardíaca 
 
La función cardíaca de los perros tratados se evalúa mensualmente usando el análisis de ecocardiograma y de 
Doppler, una estrategia sensible que permite la detección de defectos de contractilidad. 65 
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Obtención de datos: 
 
El ecocardiograma convencional y las imágenes en Doppler del tejido (TDI, del inglés tissue Doppler imaging) en 2D 
a color se realizan en perros conscientes en posición de pie controlados por un ECG continuo, usando una unidad 
de ultrasonidos Vivid 7 equipada con transductores de red en fase 5-7,5 y 2-5MHz (GE, Waukesha, WI), de acuerdo 5 
con las recomendaciones del American College of Veterinary Internal Medicine (Thomas, W.P., et al., J Vet Intern 
Med, 1993. 7(4): págs. 247-52). Todos los datos se transfieren para el análisis fuera de línea usando un programa 
informático específico (Echo Pac 5.4, GE) por dos examinadores que desconocen el estado clínico de los perros. Se 
miden varios parámetros para la evaluación de la contractilidad del miocardio tal como se describe a continuación. 
Parámetros convencionales: Se miden las dimensiones del ventrículo izquierdo (VI), la pared posterior y el grosor de 10 
la pared del septo interventricular. 
 
Se calcula el acortamiento fraccional ventricular izquierdo y la fracción de eyección (método de Teichholz). El 
Doppler pulsado del flujo de entrada de la válvula mitral se utiliza para medir la relación entre la velocidad de flujo 
diastólico temprano y tardío (E/A). 15 
 
Imagen en Doppler del tejido: La medición de las velocidades miocárdicas radiales y la tasa de estiramiento se 
obtienen desde una vista de eje corto a nivel de los músculos papilares en la pared posterior y una vista apical de 4 
cámaras a nivel de la porción basal de las paredes septales y laterales. 
 20 
Imagen por seguimiento de marcas (Speckle tracking): En una vista del eje corto, se miden los estiramientos del 
segmento en cada uno de los 5 segmentos predefinidos. La circunferencia media y radial se determinan calculando 
manualmente la media de las mediciones obtenidas. En la vista de las 4 cámaras, se miden los estiramientos 
longitudinales globales de manera automática con un programa que integra las mediciones derivadas del análisis de 
6 segmentos detectados automáticamente. Los datos de la preinyección y de los GRMD inyectados con placebo 25 
sirven como referencia. 
 
Evaluación funcional: evaluación de la función respiratoria 
 
La función respiratoria se evalúa mensualmente y se hace con obtenciones radioscópicas torácicas realizadas en 30 
perros conscientes. Tras la obtención de las imágenes al final de la espiración y al final de la inspiración, se calculan 
2 índices: 
 
- el índice de retracción caudal del diafragma (IR) refleja la retracción del diafragma; 
- el intervalo de movimiento del diafragma (IMD) refleja la movilidad del diafragma: se obtiene tras (i) la 35 

superposición de las 2 imágenes obtenidas al final de la inspiración y al final de la espiración, (ii) la medición de 
la distancia entre la localización del punto ventral del foramen de la vena cava caudal en cada imagen, (iii) la 
normalización de esta distancia mediante la longitud de la 13ª vértebra torácica (T13). 

 
Estos 2 índices se correlacionan con la retracción y la movilidad del diafragma, que se modifica durante la progresión 40 
de la enfermedad en peros GRMD (Barthelemy, I., et al., Myology congress, 2011). Los resultados obtenidos en los 
perros GRMD se colocan en relación con los resultados obtenidos en animales no tratados no inyectados. 
 
Seguimiento clínico de la función respiratoria: 
 45 
La función respiratoria también se evalúa mediante una observación de los movimientos/ciclos respiratorios con su 
modificación que revela algunas anomalías respiratorias, que pueden ser las consecuencias de la debilidad del 
diafragma y de otros músculos respiratorios. El estado del animal con respecto a la aparición y el empeoramiento de 
las anomalías respiratorias se evalúan mediante examen clínico realizado de forma bimensual por un veterinario 
especializado. En particular, se evalúa el número y la regularidad de los movimientos/ciclos respiratorios. 50 
 
Evaluación funcional: evaluación de la función digestiva 
 
Seguimiento clínico de la función digestiva: 
 55 
Tal como se ve en pacientes de DMD, la disfagia (es decir, la dificultad en la deglución) es un síntoma típico de la 
evolución de la enfermedad en perros GRDM, como consecuencia de la debilidad pronunciada muscular oral y 
faríngea (van den Engel-Hoek, J Neurol, 2013, 260(5): 1295-303). 
 
El estado del animal con respecto a la aparición y el empeoramiento de la disfagia se evalúan mediante examen 60 
clínico realizado de forma bimensual por un veterinario especializado. En particular, se evalúa el tamaño de la 
lengua, la presencia de cantidades anómalas de saliva en la boca, y la capacidad del animal para comer alimento 
sólido o blando. 
 

65 
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Seguimiento de las respuestas inmunológicas 
 
Durante todo el estudio, se recogen muestras de sangre (plasma, suero y células mononucleares de sangre 
periférica-PBMC) de perros que participan en el estudio para controlar: 
 5 
- la respuesta inmunológica humoral frente a rAAV8 
- la respuesta inmunológica humoral frente a microdistrofina 
- la respuesta inmunológica celular frente a rAAV8 
- la respuesta inmunológica celular frente a microdistrofina 
- la respuesta inmunológica inflamatoria en los momentos tempranos tras la inyección 10 
 
Las muestras de sangre se manejan de acuerdo con los requisitos de bioseguridad L2 franceses y se procesan para 
hematología y bioquímica clínica. Las muestras de suero especializadas se obtienen regularmente para las 
siguientes evaluaciones inmunológicas: (i) anticuerpos anti-AAV y anti-distrofina; (ii) medición de citocinas 
inflamatorias mediante Luminex; (iii) activación del complemento. También se recogió sangre completa antes y 15 
después del tratamiento para el aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y el posterior 
control de una posible respuesta inmunológica celular frente al AAV y/o el polipéptido de distrofina. 
 
Respuestas inmunológicas humorales al vector de rAAV8: 
 20 
El suero de los perros se evalúa en diferentes puntos temporales tras la inyección del vector: (i) para la presencia de 
IgG e IgM específicos para rAAV8 detectados mediante ELISA hecho a medida; (ii) para la capacidad de 
neutralización de rAAV8 revelada mediante el ensayo de neutralización hecho a medida. 
 
Respuestas inmunológicas humorales a la distrofina: 25 
 
La detección de anticuerpos IgG anti-distrofina se realiza de forma habitual mediante análisis por transferencia de 
Western. Brevemente, los extractos celulares que contiene proteína distrofina de cánido se someten a SDS-PAGE, y 
después se transfieren a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL. Tras una saturación durante toda una noche, 
las membrana se incuban con suero de cánido experimental de los animales inyectados. Posteriormente, la 30 
detección se realiza mediante hibridación con anticuerpo IgG anti-perro de conejo conjugado con peroxidasa, 
seguido por la detección de quimioluminiscencia mejorada. El control positivo consiste en anticuerpo anti-distrofina 
MANEX 1011C (Wolfson Center for Inherited Neuromuscular Diseases). 
 
Las respuestas inmunológicas celulares a AAV8 y al polipéptido distrofina se evalúa tal como sigue: Brevemente, los 35 
ensayos ELISPOT de IFN-γ se realizan con vectores de lentivirus (LV) que codifican o bien proteínas VP de AAV8 o 
polipéptido distrofina de cánido. Los vectores de LV se usan para transducir las PBMC. También se usa una 
estrategia complementaria usando una biblioteca de péptidos solapantes que abarca la secuencia de cánido del 
polipéptido de distrofina de cánido para estimular a los linfocitos. 
 40 
Las respuestas inmunológicas inflamatorias (citocinas) se cuantifican mediante la tecnología Luminex antes y en 
diferentes puntos temporales tras la administración del vector mirando a IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL15, IFN y TNF. 
 
Resultados: 
 45 
Tal como se muestra en la Figura 2, los perros GRMD de 2 meses de edad se han inyectado con 1x1014 gv/kg del 
vector rAAV2/8-SPc5.12-cMD descrito anteriormente, mediante inyección sistémica simple a través de una vena 
periférica. No se detectaron efectos adversos clínicos ni bioquímicos ni hematológicos inmediatamente ni hasta 
varios meses después de la administración del vector. 
 50 
Biopsias musculares: 
 
Se obtuvieron biopsias intermedias de varios músculos diferentes de los perros GRMD, a los 3 y 8 meses tras la 
inyección sistémica. 
 55 
Siguiendo la metodología descrita anteriormente, se investigó el porcentaje de fibras musculares que expresan el 
polipéptido distrofina, 3 meses tras la administración sistémica del vector. Los resultados para el perro GRMD 2 se 
muestran en la Figura 3A. 
 
Junto con el porcentaje de fibras que expresan el transgén terapéutico, el número de genomas del vector por célula 60 
diploide (gv/gd) se indica tras seguir la metodología también descrita anteriormente. Para un promedio de 2-4 gv/gd, 
el porcentaje promedio de fibras que expresan distrofina se clasificó del 59 al 82 % en las biopsias (Figura 3A c/ a f/), 
lo que se interpretó como muy alentador. Se puede notar la ausencia de infiltración celular importante y una 
arquitectura tisular conservada bastante notable. 
 65 
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8 meses después de la administración sistémica del vector, para 1 gv/gd, el porcentaje de fibras que expresan 
distrofina fue aproximadamente el 50 % en las biopsias (Figura 3B). 
 
Todos los datos disponibles se compilan en la Tabla 2 a continuación: 
 5 
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Además, en la siguiente tabla se muestra una cuantificación adicional de las copias del genoma del vector en los 
tejidos del perro GRMD 3, 7,5 meses después de la inyección: 
 
 Tejido gv/gd 
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m. flexor cubital del carpo 0,16 

m. extensor común de los dedos 0,25 

m. flexos superficial de los dedos 0,12 

m. flexor radial del carpo 0,19 

m. extensor radial del carpo 0,97 

m. pectoral 1,01 

m. deltoides 1,86 
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m. flexor cubital del carpo 0,24 

m. extensor común de los dedos 0,56 

m. flexos superficial de los dedos 0,11 

m. flexor radial del carpo 0,13 

m. extensor radial del carpo 0,29 

m. pectoral 2,47 

m. deltoides 1,88 
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s 

es
qu

el
ét

ic
o

s 
de

l 
cu

er
po

 m. paravertebral lumbar 0,82 

m. intercostales externos 0,35 
m. romboides cervical 1,42 

m. recto abdominal 0,68 
 

M
ús

cu
lo

s 
es

qu
el

ét
ic

os
 d

e 
la

 
ex

tr
em

id
ad

 p
os

te
rio

r 
de

re
ch

a
 m. bíceps femoral 1,03 

m. tibial craneal 1,70 

m. semimembranoso 2,06 

m. semitendinoso 1,33 
m. glúteo superficial 0,56 

m. vasto lateral 0,46 

m. sartorio 0,80 

m. gastrocnemio lateral 0,81 

m. extensor largo de los dedos 0,53 

m. grácil 0,22 
 

M
ús

cu
lo

s 
es

qu
el

ét
ic

os
 d

e 
la

 
ex

tr
em

id
ad

 p
os

te
ri

or
 iz

qu
ie

rd
a

 m. bíceps femoral 1,26 

m. tibial craneal 0,96 

m. semimembranoso 0,39 

m. semitendinoso 0,15 
m. glúteo superficial 1,11 
m. vasto lateral 2,19 

m. sartorio 0,30 

m. gastrocnemio lateral 0,83 

m. extensor largo de los dedos 0,25 

m. grácil 0,37 
 

Diafragma diafragma 1,26 
 

Corazón corazón (ventrículos derecho + izquierdo) 1,78 

corazón (septo + parte del nodo atrioventricular) 0,97 
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Tabla 3: Copias del genoma del vector hallado en los músculos de GRMD3 (7,5 meses tras la inyección). 
 
De forma muy interesante, se observa que incluso en este punto temporal tardío, se detecta una cantidad 
significativa de partículas transgénicas en todos los músculos esqueléticos del cuerpo (incluso a distancia del sitio de 
inyección, es decir, la vena cefálica derecha), así como en el corazón y en el diafragma. Esto está a favor de una 5 
excelente biodistribución del transgén dentro del organismo completo. 
 
Evaluación clínica: 
 
Los datos preliminares en la evaluación clínica de los 5 perros GRMD tratados se realizó tal como se describe 10 
anteriormente frente a los otros 8 perros GRMD de la misma edad. La figura 4 muestra, a diferentes puntos 
temporales tras la inyección del vector, una mejora en la puntuación clínica basada esencialmente en la disfagia, en 
la respiración, en la hipersalivación, y en la actividad global. La puntuación del 100 % se corresponde con individuos 
sanos. Incluso si los resultados clínicos pueden variar entre individuos tratados en el mismo grupo (como suele ser el 
caso entre GRMD no tratados), estos resultados sugieren que los animales GRMD tratados presentan hasta ahora 15 
un fenotipo bastante estable, mejor que el de la mayoría de los animales no tratados. La puntuación clínica evaluada 
en perros tratados se mantiene a un nivel que se corresponde con al menos el 50 % de la puntuación máxima 
obtenida en perros sanos (100 %), estando algunos animales por encima del 70 %, mientras que la puntuación 
clínica de la gran mayoría de los animales no tratados rápidamente caen por debajo del 40 % o incluso menos 
(Figura 4). 20 
 
De manera destacable, el seguimiento clínico muestra que incluso con un año de edad, los perros GRMD tratados 
son capaces de correr, de saltar obstáculos, de levantarse sobre sus patas traseras. Esto nunca se observó en 
perros GRMD no tratados, para los que la esperanza de vida es raramente de más de un año. 
 25 
Los datos presentados en la Figura 4 también sostienen una mejora de las funciones cardíaca y respiratoria en 
perros tratados y una supervivencia prolongada en comparación con perros no tratados, junto con una mejora en la 
calidad de vida. 
 
Caracterización de la forma de andar: 30 
 
Tal como se ha mencionado anteriormente, la evaluación bimensual de la forma de andar se realizó usando el 
dispositivo Locometrix®. El acelerómetro se registró en 3 ejes: dorso-ventral (DV), medio-lateral (ML) y craneo-
caudal (CC). La caracterización de la forma de andar mediante un análisis estadístico de factor discriminante de 7 
variables de la forma de andar (frecuencia de la zancada, regularidad, energía total, energía craneo-caudal, energía 35 
dorso-ventral, energía medio-lateral y longitud de zancada) se muestra en la Figura 5. 
 
Los resultados obtenidos en los perros inyectados se colocan en relación con los datos de referencia recogidos 
durante un estudio previo con acelerómetros en 3D de la progresión de la enfermedad en un grupo de 25 GRMD sin 
tratar y 9 perros normales (Barthelemy, I., et al., BMC Musculoskelet Disord, 2011. 12: pág. 75). 40 
 
Los datos muestran que los perros GRMD tratados con µdis desarrollaron un índice global de la forma de andar que 
fue muy diferente y muy mejorado al observado para los perros GRMD no tratados de la misma edad. Ellos 
rápidamente mejoraron sus rendimientos en la forma de andar para presentar una forma de andar muy próxima a la 
de los perros sanos, solo tras 3 a 4 meses tras la inyección. A partir de estos datos, parece que los perros GRMD 45 
tratados con µdis presentan una forma de andar que es cercana a la de perros sanos de la misma raza. 
 
Funciones cardíaca y respiratoria: 
 
Las puntuaciones clínicas mostradas en la Figura 4 sostienen una mejora de la función cardíaca y respiratoria. 50 
 
Más específicamente, la función respiratoria mejorada se sostiene con la Figura 6 en la que, a pesar de una 
variabilidad significativa entre los perros, revela valores superiores para el índice del IMD en los perros GRMD 
tratados, en conexión con una movilidad mejorada del diafragma. 
 55 
Estos datos también corroboran el seguimiento clínico de los perros documentado en la Tabla 4 a continuación: 
 

 Edad de aparición de anomalías respiratorias 

µDis 1 (IMAGE) 19 meses 

µDis 2 (ICI) Ninguna 

µDis 3 (ICE-T) Ninguna 

µDis 4 (JAFFAR) Ninguna 
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 Edad de aparición de anomalías respiratorias 

µDis 5 (JACADI) Ninguna 

GRMD Control 1 (JAMES) 7 meses 

GRMD Control 2 (JESSY) 7 meses 

GRMD Control 3 (JOSS) 6 meses 

GRMD Control 4 (EBOUGE) 6 meses 

GRMD Control 5 (FELIX) 4 meses 

GRMD Control 6 (FIASKO) 7 meses 

 
Las anomalías respiratorias en perros GRMD se caracterizan por una modificación de los movimientos/ciclos 
respiratorios. Como en los pacientes de DMD, estas anomalías son la consecuencia de debilidad del diafragma y 
otros músculos respiratorios. La Tabla 4 revela un retraso o incluso supresión en la aparición de anomalías 
respiratorias en los perros GRMD tratados (µDis). 5 
 
Funciones digestivas: 
 
La disfagia (dificultad en la deglución) es un síntoma típico de la evolución de la enfermedad en perros GRDM. 
Como en los pacientes de DMD, la disfagia es la consecuencia de una debilidad pronunciada muscular oral y 10 
faríngea. 
 
Se ha investigado una posible ventaja del tratamiento sobre las funciones digestivas y los resultados se documentan 
a continuación en la Tabla 5: 
 15 

 Edad de aparición de la disfagia Gravedad 

µDis 1 (IMAGE) 12 meses 

10,2 meses +/-2,0 meses 

Débil 

µDis 2 (ICI) 12 meses Muy débil 

µDis 3 (ICE-T) 10 meses Débil 

µDis 4 (JAFFAR) 10 meses Débil 

µDis 5 (JACADI) 7 meses Débil 

GRMD Control 1 (JAMES) 8 meses 

6,2 meses +/-1,3 meses 

Marcada 

GRMD Control 2 (JESSY) 4 meses Grave 

GRMD Control 3 (JOSS) 6 meses Marcada 

GRMD Control 4 (EBOUGE) 6 meses Débil 

GRMD Control 5 (FELIX) 6 meses Muy débil 

GRMD Control 6 (FIASKO) 7 meses Débil 

 
Este seguimiento clínico revela un retraso en la aparición de disfagia en los perros GRMD tratados (µDis), con 
síntomas menos graves. 
 
Respuesta inmunológica / Toxicidad: 20 
 
La detección de la proteína, 3 y 8 meses después de la inyección (Figura 3) así como las buenas puntuaciones 
clínicas mostradas en la Figura 4, indican la ausencia de respuestas inmunológicas adversas y deletéreas para el 
vector recombinante de AAV y para la microdistrofina. 
 25 
Las biopsias del músculo (Figura 3) así como las buenas puntuaciones clínicas mostradas en la Figura 4, sostienen 
la ausencia de toxicidad del producto de terapia génica. 
 
En términos de bioseguridad, la respuesta inmunológica celular frente a cMD se evaluó, mediante Elispot de 
interferón gamma usando grupos de péptidos de cMDYF sobre una cinética de PBMC (Figura 7). Cualquiera que sea 30 
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la dosis inyectada, ninguno de los animales inyectados presentó una secreción detectable de interferón gamma, lo 
que sugiere una ausencia de respuesta inmunológica celular frente a cMDYF. 
 
La respuesta inmunológica celular frente a cMD también se evaluó mediante un análisis de inmunotransferencia de 
western (Figura 8). Todos los resultados disponibles se compilan en la Tabla 6 a continuación: 5 
 

 
Antes de la 
inyección 

Mes +0,5 Mes +1,5 Mes +2 Mes +4 Mes +7,5 

1E14 gv/kg 

µDis 1 Nd Nd ++ Nd Nd Nd 

µDis 2 Nd + ++ ++ + Nd 

µDis 3 Nd Nd Nd Nd Nd Nd 

µDis 4 Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente 

µDis 5 Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente Pendiente 

 
En el presente caso, la presencia de anticuerpos anti-µdistrofina se detectó en 2 de 5 perros inyectados con 
1014gv/kg del vector AAV-cMD. De importancia, esta respuesta inmunológica humoral frente a cMD es solo 
transitoria (intervalo máximo de detección = entre 2 semanas y 4 meses tras la inyección) y no parece estar 10 
asociada con cualquier efecto clínico deletéreo, lo que sugiere que podría tener lugar una tolerancia inmunológica en 
estos animales. 
 
Supervivencia: 
 15 
La supervivencia prolongada claramente aparece a partir de la Figura 4: 
 
- a la edad de 8-9 meses, solo 2 de 8 peros GRMD no tratados aún están vivos. Por el contrario, todos los perros 

GRMD tratados aún están vivos y sanos; 
- de forma general, la esperanza de vida de los perros GRMD no tratados está alrededor de los 12 meses con un 20 

estado clínico muy malo a esta edad. Por el contrario, los 2 perros GRMD tratados probados para un seguimiento 
a largo plazo (µDis 1 y 2) permanecen vivos después de este plazo (con una edad de 19 y 17 meses, 
respectivamente) y están en un buen estado clínico. 

 
Dosis terapéutica: 25 
 
El presente estudio revela que 1014 gv/kg, una dosis relativamente baja para la administración sistémica, es una 
dosis apropiada en términos de eficacia y toxicidad en perros. 
 
CONCLUSIONES: 30 
 
En conjunto, estos datos funcionales se correlacionan bien con una expresión sustancial de polipéptido distrofina 
(>50 % de fibras que expresan microdistrofina) en biopsias intermedias del músculo. Los datos muestran el efecto 
terapéutico de la construcción de microdistrofina MD y sostienen que la administración sistémica puede ser 
beneficiosa para detener/reducir la progresión de la enfermedad. Los resultados obtenidos de esta cohorte piloto 35 
sistémica de GRMD indican que varias medidas de resultado de aspectos moleculares, patológicos y funcionales 
apoyan la terapia génica sistémica en humanos. 
 
El presente estudio aporta la prueba del concepto de que el casete terapéutico SPc5.12-cMD que codifica una 
microdistrofina de secuencia optimizada y encapsulada en la cápside del AAV8 proporciona un beneficio clínico para 40 
el modelo de perro de la miopatía de Duchenne después de la administración intravenosa sistémica de una dosis 
única. El polipéptido de microdistrofina no solo se expresó de forma elevada en múltiples músculos, sino que 
también dio como resultado una mejora en la forma de andar y mejores medidas de resultado clínico, una 
supervivencia prolongada, sin respuesta inmunológica adversa. Para el conocimiento de los inventores, este es el 
primer informe de resultados tan alentadores y sorprendentes, especialmente en el contexto de una administración 45 
sistémica. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 

<110> GENETHON ROYAL HOLLOWAY AND BEDFORD NEW COLLEGE 50 
 
<120> TRATAMIENTO SISTÉMICO EFICAZ DE PATOLOGÍAS DISTRÓFICAS 
 
<130> G143-B-43539 PCT 
 55 
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<150> EP14174848.3 
<151> 27/06/2014 
 
<150> PCT/EP2015/058964 
<151> 24/04/2015 5 
 
<160> 8 
 
<170> BiSSAP 1.3 
 10 
<210> 1 
<211> 4640 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> AAV_ITR_Spc512-human MD1 
 
<400> 1 
 20 
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<210> 2 
<211> 4643 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> AAV_ITR_Spc512-canine MD1 
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<400> 2 
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<210> 3 
<211> 1197 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MD1 de humano 
 10 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 1198 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MD1 de cánido 
 10 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 3600 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MD1 de humano opt 
 10 
<400> 5  
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<210> 6 
<211> 3603 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MD1 de cánido opt 
 10 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 1199 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MD1 de murino 
 10 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 3611 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> MD1 de murino opt 
 10 
<400> 8 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una composición que comprende un producto de terapia génica para su uso en el tratamiento de una enfermedad 
distrófica en seres humanos, en donde: 
 5 

- el producto de terapia génica comprende un vector de virus adenoasociado (AAV) que es un vector AAV2/8 y 
que tiene una secuencia de ácido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 1; 
- la composición es para su administración por vía sistémica mediante inyección intravascular; 
- la enfermedad distrófica es la distrofia muscular de Duchenne (DMD). 

 10 
2. Una composición para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la composición se administra mediante 
inyección intravenosa. 
 
3. Una composición para su uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde la administración de la 
composición no induce una respuesta inmunológica adversa. 15 
 
4. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la composición 
administra con una dosis menor o igual que 1015 gv/kg, ventajosamente entre 1012 gv/kg y 1014 gv/kg. 
 
5. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende una única 20 
administración de la composición. 
 
6. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la composición 
es para su uso en la mejora de la función muscular. 
 25 
7. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la composición 
es para su uso en la mejora de la función cardíaca. 
 
8. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la composición 
es para su uso en la mejora de la función respiratoria. 30 
 
9. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la composición 
es para su uso en la mejora de la función digestiva. 
 
10. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la composición 35 
es para su uso en la mejora de la forma de andar. 
 
11. Una composición para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la composición 
es para su uso en la mejora de la calidad y/o esperanza de vida. 

40 
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