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VECTORES AAV CON EL PROMOTOR DE LA PROTEÍNA CERO DE MIELINA Y 
USOS DE LOS MISMOS PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES 

ASOCIADAS A LAS CÉLULAS DE SCHWANN COMO LA ENFERMEDAD DE 
CHARCOT-MARIE-TOOTH

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a vectores virales que se dirigen a 

enfermedades asociadas con las células de Schwann. 

ANTECEDENTES 

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) abarca numerosos tipos de 

neuropatías hereditarias no sindrómicas, que en conjunto se consideran uno de los 

trastornos neurogenéticos más comunes, con una frecuencia de individuos afectados 

que alcanza 1:2500 de la población general (1, 2). Las neuropatías CMT se 

caracterizan por la participación de un número cada vez mayor de genes causantes y 

fenotipos de solapamiento causados por diferentes genes. Además, varios genes 

diferentes pueden causar fenotipos idénticos. A pesar de la comprensión cada vez 

mayor de la base genética compleja y los diversos mecanismos patológicos que 

sustentan las neuropatías de CMT, actualmente no existe un tratamiento eficaz para 

ninguna de las formas de CMT y solo puede ofrecerse a los pacientes un tratamiento 

sintomático y de apoyo. Por tanto, existe una gran necesidad de nuevas estrategias de 

tratamiento para la CMT. En las últimas dos décadas se ha realizado un esfuerzo por 

desarrollar terapias génicas para el tratamiento de la CMT. Si bien los diferentes 

enfoques de terapia génica son prometedores para el futuro para tratar enfermedades 

del sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico (SNP), aún permanecen 

múltiples desafíos por superar (3).

Por ejemplo, (49) muestra cómo es posible lograr un efecto terapéutico en el 

tratamiento de CMT4C mediante el uso de un vector lentiviral. Sin embargo, este 

efecto fue parcial y el vector lentiviral tiene limitaciones de seguridad para terapias 

humanas in vivo. Anteriormente, otros vectores como los vectores virales 

adenoasociados (AAV) no se consideraban útiles, ya que a pesar de ser más estables 

y no integrarse en el genoma del huésped, debido a su máxima capacidad de 

empaquetamiento de insertos de aproximadamente 4.4 kb de longitud, la utilidad de 

AAV en las estrategias de terapia génica fue limitada, especialmente en los casos 

donde el gen a reemplazar es relativamente largo. 
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Las técnicas de terapia génica que se dirigen a las células de Schwann pueden 

aplicarse a muchas otras enfermedades asociadas con las células de Schwann 

además de la CMT, por ejemplo, la enfermedad de las neuronas motoras (MND), e 

incluyen aquellas que no son causadas exclusivamente por factores genéticos. 

Muchas de estas enfermedades tienen múltiples causas y no se comprenden bien y, 

por lo tanto, dirigirse a estas enfermedades mediante el uso de vectores virales puede 

ser particularmente ventajoso. 

En general, sigue existiendo la necesidad de métodos mejorados para dirigirse a 

enfermedades asociadas con las células de Schwann, incluidas las neuropatías 

desmielinizantes como la CMT, para lograr mejores efectos terapéuticos. 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN

Los inventores han desarrollado por primera vez un medio útil para suministrar 

polinucleótidos, por ejemplo polinucleótidos terapéuticos a las células de Schwann del 

sistema nervioso periférico (SNP) y dirigir la expresión de dichos polinucleótidos 

específicamente en células de Schwann. La presente invención puede aplicarse al 

tratamiento de enfermedades asociadas con las células de Schwann y se considera 

particularmente beneficiosa cuando se aplica al tratamiento de neuropatías 

desmielinizantes como la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT). Sin embargo, se 

considera que el mecanismo subyacente de la invención es aplicable a muchas otras 

enfermedades que afectan a las células de Schwann y también se considera que tiene 

utilidad general en cualquier situación donde se considere ventajoso el suministro de 

un polinucleótido a una célula de Schwann, por ejemplo en imagenología de las 

células de Schwann. 

Una característica de un aspecto de la presente invención es el uso de un vector 

AAV para lograr la transcripción de un primer ácido nucleico que da como resultado la 

producción del primer polinucleótido de interés específicamente en las células de 

Schwann del SNP. En algunas modalidades, esta expresión específica de tipo celular 

se logra mediante el uso de un promotor específico de mielina, y en algunas 

modalidades esto se logra mediante el uso de una versión mínima de un promotor 

específico de mielina. 

Otra característica de la presente invención es la provisión de un promotor 

mínimo específico de mielina, que en algunas modalidades se basa en la secuencia 

del promotor de la proteína cero de mielina de longitud completa (Mpz). En algunas 

modalidades, los vectores virales que comprenden un promotor mínimo más corto 
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permiten que secuencias de ácidos nucleicos más grandes, por ejemplo, secuencias 

de ácidos nucleicos terapéuticos, se incluyan en el vector y se suministren a las 

células de Schwann. Se considera que esto tiene la propiedad ventajosa de 

proporcionar un vector universal para el suministro de ácidos nucleicos a las células de 

Schwann y puede usarse para tratar una amplia gama de enfermedades, ya que los 

enfoques actuales están limitados, por ejemplo, en los genes que pueden expresarse 

a partir del vector viral debido a su tamaño. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

La invención está definida por las reivindicaciones. 

La invención generalmente proporciona un vector viral como se describe en la 

presente descripción para el uso en medicina y también proporciona un método de 

tratamiento que comprende administrar un vector de acuerdo con la invención, por 

ejemplo, administrar por cualquiera de los medios descritos en la presente descripción.

Un primer aspecto de la invención proporciona un vector viral para el uso en el 

tratamiento o la prevención de una enfermedad asociada con las células de Schwann. 

En algunas modalidades, el vector viral comprende una primera secuencia de ácido 

nucleico que puede transcribirse en un primer polinucleótido. 

El vector viral puede ser cualquier vector viral. 

Los vectores virales se conocen bien en la técnica y los ejemplos incluyen, pero 

no se limitan a: vectores virales adenoasociados (vectores AAV); vectores lentivirales 

(por ejemplo, los derivados del virus de inmunodeficiencia humana (VIH)); vectores 

retrovirales (por ejemplo, MMLV). 

En algunas modalidades, el vector viral es un vector viral adenoasociado (vector 

AAV). En una modalidad preferida, la invención proporciona un vector AAV para el uso 

en el tratamiento o la prevención de una enfermedad asociada con las células de 

Schwann, en donde el vector AAV comprende una primera secuencia de ácido 

nucleico que puede transcribirse en un primer polinucleótido. 

Se prefiere si la primera secuencia de ácido nucleico se transcribe, por ejemplo, 

se transcribe en una célula diana o en un organismo diana. En consecuencia, una 

modalidad adicional proporciona un vector viral para el uso en el tratamiento o la 

prevención de una enfermedad asociada con la célula de Schwann en donde el vector 

viral comprende una primera secuencia de ácido nucleico que se transcribe en un 

primer polinucleótido.
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Una modalidad adicional proporciona un AAV para el uso en el tratamiento o la 

prevención de una enfermedad asociada con las células de Schwann en donde el 

vector viral comprende una primera secuencia de ácido nucleico que se transcribe en 

un primer polinucleótido.

La primera secuencia de ácido nucleico puede transcribirse en un primer 

polinucleótido en una célula diana o en un organismo diana, por ejemplo, se transcribe 

en una célula de Schwann. La célula de Schwann puede estar in vivo, por ejemplo, 

puede estar en un organismo mamífero, que por ejemplo puede ser un ser humano, 

gato, perro, ratón, conejo, caballo, por ejemplo.

Las células de Schwann son células gliales del sistema nervioso periférico (SNP) 

que envuelven los axones de las neuronas sensoriales y motoras y producen la vaina 

de mielina circundante. La vaina de mielina está formada por varios componentes 

proteicos (por ejemplo, proteína cero de mielina) y es un componente aislante esencial 

de las neuronas que permite la conducción rápida de los impulsos nerviosos 

(potenciales de acción) a lo largo de los nervios. 

Algunas estrategias terapéuticas actuales basadas en vectores virales usan 

vectores que tienen características indeseables. Por ejemplo, algunos vectores virales 

se integran en el genoma del huésped con claras consecuencias potenciales 

deletéreas. En consecuencia, en una modalidad, el vector viral no es un vector viral 

que se integre en el genoma de la célula huésped, por ejemplo, no se integrará en el 

ácido nucleico de una célula de Schwann. Los vectores virales que no se considera 

que se integren en el genoma del huésped, en algunas modalidades, son 

particularmente preferidos e incluyen AAV y vectores adenovirales. Los vectores de 

AAV infectan las células diana y el material genético suministrado no se integra en el 

genoma de la célula huésped. En cambio, el material genético suministrado 

permanece episomal. 

Los vectores virales que se considera que se integran en el genoma del huésped 

incluyen los vectores retrovirales, por ejemplo, los vectores lentivirales. Por 

consiguiente, en una modalidad, el vector viral no es un vector que se integre en el 

genoma del huésped, por ejemplo, no es un vector retroviral, por ejemplo, no es un 

vector lentiviral. 

Algunos vectores tampoco pueden transducir las células de Schwann. El experto 

en la técnica comprenderá los tipos de vectores que pueden y no pueden transducir 

células de Schwann. En consecuencia, en una modalidad, el vector viral de la 

invención no es un vector viral que sea incapaz de transducir células de Schwann. En 
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algunas modalidades, el vector viral tiene la capacidad de transducir células de 

Schwann. Por "transducir" queremos decir que el vector viral es capaz de infectar las 

células diana y suministrar la construcción polinucleotídica que se encuentra dentro de 

ella en la célula diana. Los ejemplos de dichos vectores incluyen AAV y vectores 

lentivirales. 

En una modalidad, el vector es un vector en el que solo puede incorporarse un 

inserto de tamaño limitado antes de volverse inestable. Por ejemplo, dichos vectores 

incluyen vectores AAV.

Preferentemente, el vector viral es un vector AAV y, en algunas modalidades, el 

vector AAV se selecciona del grupo que comprende o consiste en: AAV9 y AAVrh10. 

En una modalidad particularmente preferida, el AAV es un AAV9.

Se prefiere que la transcripción del primer ácido nucleico solo se produzca, o 

solo se produzca sustancialmente en células de Schwann. En consecuencia, en 

algunas modalidades, el vector viral también contiene un promotor específico de las 

células de Schwann unido operativamente al primer ácido nucleico. 

Por "promotor específico de las células de Schwann" incluimos el significado de 

un promotor que da como resultado una expresión significativa en las células de 

Schwann y una expresión nula o baja en las células distintas de las células de 

Schwann. Por ejemplo, un promotor específico de las células de Schwann puede 

conducir a niveles altos de transcripción del primer ácido nucleico en las células de 

Schwann (por ejemplo, el 95 % o más de la expresión total se produce en las células 

de Schwann) mientras que la expresión del primer polinucleótido es baja en otros tipos 

de células, por ejemplo las del sistema nervioso central (por ejemplo, menos del 5 % 

de la expresión total se produce en células distintas de las células de Schwann). Por 

ejemplo, en una modalidad, la relación de transcripción en células de Schwann a 

células distintas de las células de Schwann es al menos 100:0; 95:5; 90:10; 85:15; 

80:20; 75:25; 70:30; 65:35; 60:40; o 55:45. 

En una modalidad, el nivel de transcripción en una célula de Schwann es de al 

menos 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 250, 500, 750, 

1000, 2500, 5000, 7500, 10 000 veces mayor que en cualquier otra célula distinta de 

las células de Schwann.

En una modalidad, un promotor específico de las células de Schwann da como 

resultado que la mayor parte de la expresión se produzca en células de Schwann en 

lugar de en células distintas de las células de Schwann.
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El experto en la técnica comprenderá que incluso promotores muy específicos 

pueden dar como resultado alguna expresión en otras células o tejidos. El experto en 

la técnica conoce bien el nivel de expresión diferencial entre una célula o tejido diana y 

una célula o tejido no diana que se requiere para clasificar un promotor como 

específico de célula o tejido, por ejemplo, específico de célula de Schwann. Por 

ejemplo, (66) y (67) demuestran la identificación de promotores específicos de células 

en el sistema nervioso central (SNC). El experto en la técnica conocerá que para que 

un promotor sea específico de célula, debe contener elementos reguladores que 

activen el promotor solo en ciertos tipos de células (por ejemplo, sitios de unión para 

factores de transcripción) y el promotor debe ser capaz de conducir a la expresión 

demostrable del gen indicador u otros genes in vitro e in vivo. 

Preferentemente, el promotor específico de las células de Schwann da como 

resultado la transcripción del primer ácido nucleico a un nivel detectable solo en las 

células de Schwann. El experto en la técnica conoce bien los métodos de rutina para 

detectar la transcripción, por ejemplo, transferencia Northern, técnicas basadas en 

PCR y marcaje por inmunofluorescencia. En una modalidad, el promotor específico de 

las células de Schwann da como resultado la transcripción detectable del primer ácido 

nucleico en las células de Schwann pero no da como resultado niveles detectables de 

transcripción del primer ácido nucleico en células distintas de las células de Schwann, 

por ejemplo, en otras células del sistema nervioso periférico o cerebro cuando la 

detección se realiza mediante un análisis de transferencia Northern. En otra 

modalidad, el promotor específico de las células de Schwann da como resultado la 

transcripción detectable del primer ácido nucleico en las células de Schwann pero no 

da como resultado niveles detectables de transcripción del primer ácido nucleico en 

células distintas de las células de Schwann, por ejemplo, en otras células del sistema 

nervioso periférico o cerebro cuando la detección se realiza mediante el uso de un 

análisis de marcaje por inmunofluorescencia con marcadores celulares. 

Por ejemplo (32) y (33) demuestran que la expresión específica de las células de 

Schwann puede lograrse tanto in vitro como in vivo mediante el uso de construcciones 

conducidas por el promotor de Mpz de longitud completa mediante el uso de vectores 

lentivirales. 

Los promotores específicos de las células de Schwann incluyen, en algunas 

modalidades, promotores específicos de mielina. Por "promotor específico de mielina" 

nos referimos a un promotor que típicamente conduce a la expresión de genes que 

codifican proteínas que forman la vaina de mielina. Los ejemplos de promotores 
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específicos de mielina incluyen, pero no se limitan a: el promotor de la proteína cero 

de mielina (Mpz); el promotor de la proteína 22 de mielina periférica (PMP22); 

promotor de glicoproteína (Mag) asociada con mielina. 

En algunas modalidades, la expresión del primer polinucleótido está bajo el 

control de un promotor de la proteína cero de mielina de longitud completa (Mpz), tal 

como el promotor de la proteína cero de mielina de rata de longitud completa (Mpz), 

cuya secuencia se define en la SEQ. ID NO. 4. En algunas modalidades, la secuencia 

del promotor de Mpz tiene una secuencia con al menos 75 % de homología de 

secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4, opcionalmente al menos 

80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 

98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homología de secuencia con la 

SEQ ID NO. 4. 
En algunas modalidades, será evidente para el experto en la técnica que se 

prefiere que la secuencia promotora se derive de una secuencia promotora humana o 

humanizada. En algunas modalidades, la expresión del primer polinucleótido está bajo 

el control del promotor de la proteína cero de mielina humana de longitud completa 

(hP0), cuya secuencia se define en la SEQ ID NO. 18. En algunas modalidades, la 

secuencia del promotor hP0 tiene una secuencia con al menos 75 % de homología de 

secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 18, opcionalmente al menos 

80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 

98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homología de secuencia con la 

SEQ ID NO. 18. 
Como se discutió anteriormente, se considera ventajoso si el promotor es lo más 

corto posible, en particular cuando el vector es un vector que solo puede manejar un 

tamaño de inserto limitado antes de volverse inestable. Por lo tanto, en algunas 

modalidades, la expresión del primer polinucleótido está bajo el control de un promotor 

que tiene una longitud de entre 100 pb y 1100 pb, en donde opcionalmente el promotor 

varía de 200 pb a 900 pb de longitud, de 300 pb a 800 pb de longitud, de 400 pb a 

700 pb de longitud, en donde opcionalmente el promotor tiene una longitud de entre 

500 pb y 600 pb, por ejemplo, tiene una longitud de 410 pb. En la misma o en otras 

modalidades, el promotor tiene menos de 1100 pb de longitud, por ejemplo, menos de 

1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb o menos de 

100 pb de longitud.

En algunas modalidades, el promotor es un promotor de Mpz de origen natural 

de una longitud como se define en la presente descripción. En una modalidad 



8

alternativa, el promotor es un promotor de Mpz modificado genéticamente de una 

longitud como se define en la presente descripción. Por "promotor de origen natural" 

nos referimos a un promotor que no se ha modificado, acortado o alargado en 

comparación con la secuencia del promotor correspondiente que se encuentra en las 

células de Schwann de tipo salvaje. Por "promotor modificado genéticamente", nos 

referimos a un promotor de tipo salvaje que ha sido alterado de alguna manera. Por 

ejemplo, la secuencia puede haber sido modificada para tener, por ejemplo, al menos 

75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la secuencia 

promotora de origen natural, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 

88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad 

de secuencia u homología de secuencia con la secuencia promotora de origen natural. 

En otra o la misma modalidad, el promotor también puede haber sido modificado en 

longitud, por ejemplo, la longitud del promotor de tipo salvaje puede haberse reducido 

de una secuencia más larga a, por ejemplo, entre 100 pb y 1100 pb de longitud, 

opcionalmente de 200 pb a 900 pb de longitud, de 300 pb a 800 pb de longitud, de 

400 pb a 700 pb de longitud, opcionalmente entre 500 pb y 600 pb de longitud, por 

ejemplo, tiene 410 pb de longitud, o tiene menos de 1100 pb de longitud, por ejemplo, 

tiene menos de 1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 

200 pb o menos de 100 pb de longitud.

En otra modalidad, la longitud del promotor puede aumentarse en relación con 

un promotor de tipo salvaje.

El experto en la técnica comprenderá que es posible que solo se requieran 

realmente porciones de una región de ácido nucleico particular considerada promotora 

para la actividad promotora. En otro ejemplo, el promotor modificado genéticamente 

incluye parte de la secuencia del promotor de tipo salvaje, o incluye la secuencia 

completa del promotor de tipo salvaje como parte de una secuencia de promotor más 

larga. Como se discutió, preferentemente el promotor es específicamente activo en 

células de Schwann. El experto en la técnica podrá analizar si un fragmento particular 

de un promotor de longitud completa da como resultado la expresión específica de las 

células de Schwann de una proteína bajo el control de dicho fragmento de promotor, 

por ejemplo, mediante el cribado de la expresión de un gen indicador en las células de 

Schwann. En algunos ejemplos, el gen indicador es EGFP. 

En otra modalidad, el promotor modificado genéticamente es una versión 

truncada del promotor de tipo salvaje y puede tener, por ejemplo, al menos 75 % de 

homología de secuencia o identidad de secuencia con la secuencia del promotor de 
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origen natural, opcionalmente al menos 80 % u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, 

o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la secuencia del promotor de origen natural.

Además de ser una versión truncada de un promotor nativo, el promotor 

modificado genéticamente puede comprender adicional o alternativamente 

mutaciones, sustituciones, deleciones e inserciones relativas a las secuencias del 

promotor nativo. Por ejemplo, un promotor modificado genéticamente puede 

comprender varias regiones diferentes del promotor nativo en una secuencia 

consecutiva.

Un promotor modificado genéticamente que tiene una longitud más corta que el 

promotor nativo o de tipo salvaje correspondiente puede denominarse promotor 

mínimo.

En algunas modalidades, un promotor modificado genéticamente conserva la 

misma función que el promotor de origen natural correspondiente del que se deriva, es 

decir, todavía puede conducir eficazmente la transcripción de secuencias de 

polinucleótidos a partir de secuencias de ácido nucleico a las que el promotor está 

unido operativamente y, en casos preferidos, puede dirigir eficazmente la transcripción 

de una manera específica de la célula, es decir, de una manera específica de la célula 

de Schwann.

En algunas modalidades, la expresión del primer polinucleótido puede estar bajo 

el control de, por ejemplo, un promotor específico de mielina de origen natural 

acortado, que se denomina en la presente descripción un promotor mínimo específico 

de mielina, opcionalmente este es un promotor mínimo de la proteína cero de mielina 

(Mpz). En algunas modalidades, la secuencia del promotor mínimo específico de 

mielina comprende o consiste en la secuencia de 410 pb como se define en la SEQ ID 

NO. 5, que se deriva de la secuencia promotora de Mpz de rata de longitud completa. 
En algunas modalidades, el promotor mínimo específico de mielina comprende o 

consiste en una secuencia con al menos 75 % de homología de secuencia o identidad 

de secuencia con la SEQ ID NO. 5, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID NO. 5. 
En algunas modalidades, se prefiere que el promotor mínimo se derive de una 

secuencia promotora humana o humanizada. En algunas modalidades, la secuencia 

del promotor mínimo específico de mielina comprende o consiste en la secuencia de 

429 pb como se define en la SEQ ID NO. 22, que se deriva de la secuencia promotora 
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de hP0 humana de longitud completa. En algunas modalidades, el promotor mínimo 

específico de mielina comprende o consiste en una secuencia con al menos 75 % de 

homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 22, 

opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 

94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 22. Los promotores mínimos específicos 

de mielina derivados de Mpz de rata o hP0 humana se denominan en la presente 

descripción miniMpz.

Por "identidad de secuencia" u "homología de secuencia" nos referimos a la 

secuencia idéntica de pares de bases en la región de ADN específica. Por ejemplo, en 

una secuencia que tiene 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia 

con una secuencia de referencia, el 75 % de los pares de bases son idénticos.

El por ciento de identidad de secuencia entre dos polipéptidos puede 

determinarse mediante el uso de los programas informáticos adecuados, por ejemplo, 

el programa GAP del Grupo de computación genética de la Universidad de Wisconsin, 

y se apreciará que el por ciento de identidad se calcula en relación con los polipéptidos 

cuyas secuencias se han alineado de manera óptima.

La alineación puede llevarse a cabo alternativamente mediante el uso del 

programa Clustal W (Thompson y otros, (1994) Nucleic Acids Res 22, 4673-80). Los 

parámetros usados pueden ser los siguientes:

Parámetros de alineación por pares rápida: tamaño de K-tuple (palabra); 1, 

tamaño de la ventana; 5, penalización de espacio; 3, número de diagonales 

superiores; 5. Método de puntuación: x por ciento.

Parámetros de alineación múltiple: penalización de apertura de espacio; 10, 

penalización de extensión de espacio; 0.05. 

Matriz de puntuación: BLOSUM.

En una modalidad, el promotor mínimo de Mpz descrito en la presente 

descripción puede producirse como se describe en el Ejemplo 9, por ejemplo, tras 

tomar la región de 410 pares de bases aguas arriba del codón de inicio del promotor 

de longitud completa, por ejemplo, el promotor de la proteína cero de mielina de 

longitud completa (Mpz). En otra modalidad, puede producirse un promotor mínimo de 

Mpz descrito en la presente descripción como se describe en el Ejemplo 13. Los 

vectores AAV tienen una capacidad máxima para transportar polinucleótidos de 

aproximadamente 4.4 kb, por lo tanto, el uso de un promotor de Mpz más corto como 

se describe en la presente descripción, en lugar del promotor de Mpz de longitud 
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completa que tiene aproximadamente 1.1 kb de longitud, tiene la ventaja de permitir 

secuencias con un primer ácido nucleico más largo que se unirán operativamente a la 

región promotora para empaquetarse en el AAV. En algunas modalidades donde el 

promotor es un promotor más corto, por ejemplo con una longitud de entre 100 pb y 

1100 pb de longitud, 200 pb a 900 pb, 300 pb a 800 pb, 400 pb a 700 pb, 500 pb a 

600 pb, o 410 pb de longitud, o con un longitud de menos de 1100 pb de longitud, por 

ejemplo es menor de 1000 pb, 900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 

300 pb, 200 pb o menos de 100 pb, por ejemplo, un promotor modificado 

genéticamente o un promotor mínimo, esto permite que la presente invención se 

aplique a una gama más amplia de genes de mayor longitud que los vectores AAV que 

usan el promotor de longitud completa. Por ejemplo, actualmente existen algunas 

situaciones donde no es posible insertar una secuencia de ácido nucleico, por ejemplo, 

un gen, de una longitud particular en un AAV, ya que la longitud del ácido nucleico 

puede exceder la capacidad máxima del AAV cuando se usan promotores más largos, 

por ejemplo, el promotor de Mpz de longitud completa. Por ejemplo, si el primer ácido 

nucleico, por ejemplo el gen terapéutico, tiene una longitud superior a 3.0-3.3 kb 

(4.4 kb – 1.1 kb = 3.3 kb). En este caso, el uso de los promotores más cortos 

ventajosos descritos en la presente descripción, por ejemplo, el promotor mínimo 

específico de mielina, permite que la presente invención se aplique, por ejemplo, a la 

sustitución de genes más grandes, como el gen SH3TC2 que causa CMT tipo 4C 

(CMT4C), que tiene aproximadamente 3.9 kb de longitud. Otros genes relacionados 

con las células de Schwann que pueden estar cerca del límite de estabilidad del AAV 

y, por lo tanto, se suministrarán de manera óptima bajo un promotor mínimo de Mpz, 

incluyen EGR2 (2.98 kb) que está asociado con CMT4E y FGD4 (2.3 kb) que está 

asociado con CMT4H. 

En otras modalidades adicionales, los vectores descritos en la presente 

descripción pueden modificarse en el segmento de repetición terminal invertido para 

reducir aún más su tamaño. Por ejemplo, el elemento regulador postranscripcional del 

virus de la hepatitis de la marmota (WPRE), como se describe en el Ejemplo 1, puede 

eliminarse y/o la secuencia de poliA puede reemplazarse con un poliA sintético mínimo 

(68, 69). Dichas modificaciones pueden reducir aún más el tamaño del vector para 

permitir que se reenvíe dentro de la capacidad máxima del AAV y para permitir un 

empaquetamiento eficiente al suministrar genes más grandes. En otras modalidades 

adicionales, el tamaño del vector puede reducirse aún más, por ejemplo, mediante el 

uso también de versiones mínimas del gen que codifica la proteína que se va a 
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suministrar, en donde la versión mínima del gen que codifica la proteína todavía es 

capaz de producir una proteína funcional. 

En algunas modalidades, el vector viral descrito en la presente descripción 

puede producirse como se describe en el Ejemplo 12. En algunas modalidades, el 

vector viral tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 20, que tiene el WPRE 

eliminado y tiene una secuencia poliA sintética. En algunas modalidades, la secuencia 

poliA sintética comprende o consiste en una secuencia mínima requerida para la 

poliadenilación eficaz de construcciones de ARNm (68, 69). En algunas modalidades, 

la secuencia de poliA sintética comprende o consiste en la secuencia de la SEQ ID 

NO: 24, que está incluida en las secuencias de las SEQ ID NO: 20 y 21. En otras 

modalidades, la secuencia sintética de poliA tiene al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID NO. 24. 

En algunas modalidades, el vector viral también contiene sitios de unión para 

factores de transcripción Egr2 y Sox10. Por ejemplo, el vector viral también puede 

contener elementos potenciadores a los que se pueden unir factores de transcripción 

tales como Egr2 y Sox10. 

En algunas modalidades, el primer ácido nucleico del vector viral se transcribe 

en un primer polinucleótido que en algunas modalidades codifica y se traduce en un 

primer polipéptido o proteína. En algunas modalidades, el primer ácido nucleico es el 

marco de lectura abierto (ORF) de una secuencia génica o el ADNc correspondiente a 

una secuencia génica. En algunas modalidades, el primer ácido nucleico es el ORF o 

el ADNc de una secuencia génica de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente. En 

una modalidad preferida, el primer ácido nucleico es el ORF o ADNc de una secuencia 

de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente de un gen asociado con neuropatía, en 

donde opcionalmente la neuropatía es una neuropatía desmielinizante. 

Por "tipo salvaje o forma beneficiosa terapéuticamente" incluimos cualquier 

forma de la secuencia génica que codifique un polipéptido o proteína que pueda 

usarse para tratar eficazmente la enfermedad asociada con las células de Schwann. El 

experto en la técnica entendería que esta sería típicamente la forma de tipo salvaje de 

la proteína (es decir, la que es de origen natural en las células de Schwann) en 

situaciones donde la enfermedad surge a través de la subproducción de la forma de 

tipo salvaje del polipéptido por las células de Schwann, pero puede también incluir 

formas de la proteína que tienen mutaciones o inserciones o están truncadas en 

comparación con la secuencia de tipo salvaje para proporcionar una ventaja 
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terapéutica, por ejemplo, aumento de los niveles de expresión, resistencia a la 

degradación, aumento de la estabilidad, aumento de la actividad o una ganancia de 

función ventajosa, o para suprimir una ganancia de función tóxica. Por ejemplo, en el 

último caso, el polipéptido puede ser un anticuerpo capaz de unirse a la ganancia 

tóxica de la función mutante y suprimir la toxicidad.

El experto en la técnica conocerá que la expresión de proteínas se lleva a cabo 

de forma rutinaria tras introducir el ORF del gen relevante o el ADNc en el vector viral. 

En una modalidad, el primer ácido nucleico es una secuencia de ADNc que cuando se 

transcribe produce un primer polinucleótido que se traduce en un primer polipéptido o 

proteína. Por ejemplo, el ADNc puede ser una secuencia de ADNc que se transcribe 

en ARNm de GJB1 que posteriormente se traduce en proteína Cx32. 

El experto en la técnica comprenderá que el uso de secuencias ORF en lugar de 

secuencias de ADNc puede ser preferible en algunos casos, ya que la secuencia ORF 

carece de elementos no codificantes adicionales que se encuentran en el ADNc y es 

de tamaño más pequeño, lo cual es particularmente ventajoso en la presente 

invención cuando el vector viral es un vector que se vuelve inestable cuando el tamaño 

aumenta por encima de un umbral particular.

En algunas modalidades adicionales, la primera secuencia de ácido nucleico 

como se describe en la presente descripción también contiene opcionalmente otros 

elementos reguladores además del ADNc u ORF del gen. Estos elementos adicionales 

pueden estar aguas abajo del ORF. 

Como se discutió anteriormente, la invención tiene utilidad en la prevención o el 

tratamiento de una enfermedad asociada con las células de Schwann. Por 

"enfermedad asociada con las células de Schwann" incluimos el significado de todas 

las enfermedades que están asociadas con el funcionamiento anormal de las células 

de Schwann. Esto incluye enfermedades asociadas con la destrucción de la vaina de 

mielina formada por las células de Schwann y/o enfermedades asociadas con la 

expresión reducida de la vaina de mielina formada por las células de Schwann. En 

algunas modalidades, las enfermedades asociadas con las células de Schwann son 

neuropatías desmielinizantes. Los ejemplos de neuropatías desmielinizantes incluyen, 

pero no se limitan a, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT). 

Una "enfermedad asociada con las células de Schwann" también incluye en su 

significado enfermedades que están asociadas con las células de Schwann, pero que 

también están asociadas con otros tipos de células o tejidos, por ejemplo. Se 

considera que la invención es útil en dichas situaciones ya que una mejora en la 
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función de las células de Schwann puede aliviar algunos síntomas, incluso si la 

invención no se dirige a ningún otro tipo de células que estén asociadas con la 

enfermedad.

Por lo tanto, en una modalidad, los vectores virales descritos en la presente 

descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de una enfermedad 

seleccionada del grupo que consiste en: enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT); 

neuropatía hereditaria con riesgo de parálisis por presión (HNPP); neuropatías 

periféricas diabéticas y otras tóxicas; enfermedad de la neurona motora (MND).

En algunas modalidades específicas, los vectores virales descritos en la 

presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de Charcot-

Marie-Tooth tipo 1X (CMT1X); Charcot-Marie-Tooth tipos 1A-1F (es decir, CMT1A, 

CMT1B, CMT1C, CMT1D, CMT1E y CMT1F); Charcot-Marie-Tooth tipos 4A-4H (es 

decir, CMT4A, CMT4B, CMT4C, CMT4D, CMT4E, CMT4F, CMT4G y CMT4H). En una 

modalidad más específica, los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden usarse para tratar o evitar la Charcot-Marie-Tooth tipo 1X. En una modalidad 

alternativa más específica, los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden usarse para tratar o prevenir la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4C. 

La enfermedad de Charcot-Marie Tooth (CMT) es un grupo de neuropatías 

desmielinizantes causadas por mutaciones en numerosos genes diferentes que dan 

como resultado fenotipos solapados. La neuropatía de Charcot-Marie-Tooth tipo 1X 

(CMT1X) es la segunda forma de CMT más común (4, 5) y se presenta con síntomas 

característicos de CMT1, que incluyen debilidad progresiva y atrofia que comienza en 

los músculos distales de las piernas, dificultad para correr y esguinces frecuentes de 

tobillos, con aparición a los 10 años de edad o antes en la mayoría de los varones 

afectados (6-8). La enfermedad progresa lentamente y causa debilidad de los 

músculos de las piernas delanteras, pie caído, deformidades del pie, debilidad de los 

músculos de la mano y pérdida sensorial distal con parestesias a veces dolorosas al 

final de la adolescencia o al principio de la edad adulta y progresión lenta a lo largo de 

la vida. Las mujeres heterocigotas con CMT1X pueden ser asintomáticas o desarrollar 

manifestaciones clínicas más leves a una edad más avanzada, pero se ha informado 

de neuropatía grave excepcionalmente (9, 10). Las manifestaciones transitorias del 

SNC pueden producirse en algunos pacientes CMT1X, en su mayoría más jóvenes 

(11). La desaceleración intermedia (30-40 m/s) de las velocidades de conducción 

nerviosa motora (MNCV) y la pérdida progresiva de unidades motoras debido a la 

degeneración axonal dependiente de la longitud son características electrofisiológicas 
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típicas (6, 7). Las biopsias de nervios muestran anomalías axonales y desmielinizantes 

mixtas (12, 13) con vainas de mielina delgadas y pérdida de fibras mielinizadas 

grandes reemplazadas por agrupaciones de axones en regeneración (6, 14). 

Cx32 es una proteína transmembrana que forma canales de unión gap (GJ) a 

través de las capas de mielina no compacta expresadas específicamente por células 

de Schwann mielinizantes en el sistema nervioso periférico (SNP), así como también 

por un subconjunto de oligodendrocitos en el SNC. Los canales GJ formados por Cx32 

cumplen importantes funciones homeostáticas y de señalización que son esenciales 

para la función y supervivencia de la mielina y los axones (4, 5). El gen 

correspondiente que codifica Cx32 es GJB1.

Hasta la fecha, se han informado más de 400 mutaciones de GJB1 que se 

producen en todo el marco de lectura abierto (ORF) y muchas en más de una familia, 

que incluyen: 498 sin sentido (71 %); 3 de pérdida de la terminación; 49 INDEL en 

marco (7 %); 25 de ganancia de la terminación (4 %); y 122 INDEL de cambio de 

marco (17 %) (http://hihg.med.miami.edu/code/http/cmt/public_html/index.html#/). 

También se han informado varias mutaciones en regiones no codificantes de GJB1. Es 

probable que las mutaciones de cambio de marco, parada prematura y no codificantes 

causen una pérdida completa de la síntesis de proteínas o una degradación rápida, y 

no se espera que den como resultado efectos negativos dominantes. Varias 

mutaciones sin sentido y en marco expresadas in vitro mostraron retención intracelular 

(15-17) en el RE y/o Golgi (17-21) con falla para formar canales funcionales. Algunos 

también ejercieron efectos dominantes-negativos en Cx32 WT expresados 

conjuntamente (15). Otros mutantes formaron canales funcionales con características 

biofísicas alteradas (19). Los ratones con Cx32 inactivada (KO) con deleción completa 

del gen Gjb1/Cx32 desarrollan una neuropatía periférica desmielinizante 

predominantemente motora, progresiva que comienza aproximadamente a los tres 

meses de edad con la MNCV del ciático y la amplitud motora reducidas (24, 25). La 

expresión de la proteína Cx32 humana WT conducida por el promotor de Mpz/P0 de 

rata evitó la desmielinización en ratones Cx32 KO (26), lo que confirma que la pérdida 

de la expresión autónoma de Cx32 en las células de Schwann es suficiente para 

causar patología CMT1X. 

Por tanto, varios estudios in vitro e in vivo de mutantes CMT1X apoyan la 

conclusión general de que la pérdida de la función de Cx32 conduce principalmente a 

la neuropatía en la CMT1X (8, 17-19, 21-23). En consecuencia, en una modalidad, la 

terapia de reemplazo génico que usa el vector viral y los métodos terapéuticos como 
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se describen en la presente descripción se usan para tratar o evitar la CMT1X, por 

ejemplo cuando el vector viral comprende una primera secuencia de ácido nucleico 

que codifica la proteína Cx32 de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente. 

Los ratones transgénicos con mutaciones que causan CMT1X sobre un fondo 

KO no mostraron la proteína Cx32 detectable en la línea mutante 175fs (27), mientras 

que los ratones transgénicos R142W, T55I, R75W y N175D mostraron retención de la 

proteína mutante en la región perinuclear, similar al patrón in vitro (arriba) y 

desarrollaron una neuropatía desmielinizante similar a la de los ratones Cx32 KO (22, 

28, 29). En presencia de los mutantes R142W, R75W y N175D retenidos en Golgi 

(pero no del mutante T55I retenido en el ER), se redujo la expresión del ratón Cx32 

WT endógeno, lo que indica que los mutantes retenidos por Golgi pueden tener 

efectos negativos dominantes en Cx32 WT. Esto no es clínicamente relevante para los 

pacientes con CMT1X que expresan solo un alelo GJB1 en cada célula, pero debe 

tenerse en cuenta al planificar una terapia de adición de genes. Ninguno de los 

mutantes expresados in vivo tuvo otros efectos tóxicos o dominantes sobre otras 

conexinas expresadas conjuntamente (22, 28). Los mutantes en el extremo C C280G y 

S281X se localizaron adecuadamente y evitaron la desmielinización en ratones Cx32 

KO, sin quedar claro cómo causan neuropatía en humanos (30). 

En consecuencia, la CMT1X también puede estar causado por mutaciones 

negativas dominantes en la proteína Cx32. En este caso, el experto en la técnica 

comprenderá que es beneficioso si el vector viral de la invención comprende un primer 

ácido nucleico que se transcribe en un ARN no codificante que se dirige hacia el 

ARNm de Cx32 mutante para evitar la traducción de la proteína mutante. El experto en 

la técnica comprenderá cómo llegar a secuencias de ácido nucleico adecuadas que, 

por ejemplo, se dirijan al ARNm de Cx32 mutante pero no a un ARNm de Cx32 de tipo 

salvaje o ventajoso terapéuticamente. De esta manera, en una modalidad, el sujeto 

puede tratarse con un vector viral que comprende un primer ácido nucleico que se 

transcribe en un ARN no codificante que se dirige al Cx32 mutante, y el sujeto también 

puede tratarse con un segundo vector viral de acuerdo con la invención, en donde el 

segundo vector viral comprende un segundo ácido nucleico que codifica la proteína 

Cx32 de tipo salvaje o ventajosa terapéuticamente. En algunas modalidades, el primer 

y segundo ácido nucleico pueden estar en el mismo vector viral de acuerdo con la 

invención. Puede adoptarse un enfoque similar en el tratamiento o la prevención de 

cualquier enfermedad asociada con las células de Schwann como se describe en la 

presente descripción.
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En algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF o el ADNc 

de una secuencia génica de tipo salvaje de un gen asociado con neuropatía. En 

algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ADNc de una secuencia 

de tipo salvaje del gen de unión en hendidura beta 1 (GJB1), que se considera que 

tiene una secuencia como se define en la SEQ ID NO. 6. En algunas modalidades, el 

primer ácido nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de 

secuencia con la SEQ ID NO. 6, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID NO.6. En otras 

modalidades, el primer ácido nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia 

o identidad de secuencia con la secuencia ORF de GJB1, opcionalmente al menos 

80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 

98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homología de secuencia con la 

secuencia ORF de GJB1.

La CMT1X es causada por mutaciones en el gen GJB1, que causan una 

expresión insuficiente de la proteína Cx32 funcional de tipo salvaje. De ello se deduce 

que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden usarse en el tratamiento o la prevención de la CMT1X mediante el suministro 

de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa terapéuticamente del marco de 

lectura abierto o ADNc del gen GJB1. 

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4C (CMT4C) es una neuropatía 

hereditaria autosómica recesiva que parece ser la más prevalente entre las formas 

raras de neuropatías CMT4 desmielinizantes recesivas generales, y es responsable de 

casi la mitad de todos los casos de CMT4 (35). Los pacientes con CMT4C 

habitualmente presentan en la primera década de la vida deformidades del pie y 

escoliosis, debilidad, arreflexia y pérdida sensorial (36-38). La afectación de pares 

craneales con deficiencia auditiva, reflejos pupilares lentos a la luz y fasciculación 

lingual son comunes y se han descrito variaciones fenotípicas en pacientes con 

mutaciones idénticas (39-41). Los estudios electrofisiológicos en pacientes con 

CMT4C confirman el proceso desmielinizante con una velocidad de conducción 

nerviosa motora media (NCV) media de 22.6 m/s. Los hallazgos de la biopsia nerviosa 

se caracterizan por un aumento de las membranas basales alrededor de los axones 

mielinizados, desmielinizados y amielínicos, relativamente pocos bulbos de cebolla y, 

más típicamente, grandes extensiones citoplasmáticas de las células de Schwann (36, 

37, 42). 
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Genética molecular de la CMT4C: Los estudios de análisis de ligamiento y el 

mapeo de homocigosis (43) llevaron al descubrimiento del locus de la enfermedad en 

el cromosoma 5q32 y, posteriormente, al descubrimiento inicial de 11 mutaciones 

diferentes en el gen SH3TC2, en su mayoría truncadas pero también sin sentido (42). 

Hasta la fecha se han descrito al menos 28 mutaciones diferentes de SH3TC2, y 

pueden ser más comunes entre ciertos grupos étnicos (44) con probables efectos 

fundadores (39). La longitud del transcrito completo de ADNc mide 3864 pb. SH3TC2 

codifica una proteína de 1288 aa que contiene dos dominios de homología de Src 3 

(SH3) y 10 repeticiones tetratricopeptídicas (TPR) que no comparten ninguna similitud 

significativa global con ninguna otra proteína humana con función conocida. La 

presencia de dominios SH3 y TPR sugiere que SH3TC2 podría actuar como una 

proteína de andamio (42). SH3TC2 está bien conservado entre las especies de 

vertebrados, mientras que no se identificaron ortólogos no vertebrados. SH3TC2 está 

presente en varios componentes de la vía endocítica, que incluye los endosomas 

tempranos y tardíos y las vesículas recubiertas de clatrina cerca de la red trans-Golgi y 

en la membrana plasmática. Esta localización está alterada en la CMT4C (45). 

El modelo de ratón Sh3tc2 -/- KO de la CMT4C desarrolla una neuropatía 

periférica de aparición temprana pero progresiva con enlentecimiento de las 

velocidades de conducción nerviosa motora y sensorial e hipomielinización de 

aparición temprana (46, 47). Este fenotipo es progresivo con aumento de la patología 

de la mielina a los 2 y 12 meses de edad. La Sh3tc2 murina se expresa 

específicamente en las células de Schwann y se localiza en la membrana plasmática y 

en el compartimento de reciclaje endocítico perinuclear, lo que sugiere una posible 

función en la mielinización y/o en regiones de interacciones axogliales (48). El análisis 

ultraestructural de la mielina en el nervio periférico de ratones mutantes mostró una 

organización anormal del nodo de Ranvier, un fenotipo que se confirmó en biopsias 

nerviosas de pacientes con CMT4C. Estos hallazgos sugirieron un papel del producto 

del gen SH3TC2 en la mielinización y en la integridad del nodo de Ranvier (46). Por lo 

tanto, el ratón Sh3tc2 -/- recapitula todas las características principales de la 

enfermedad CMT4C y proporciona un modelo relevante para analizar tratamientos.

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF 

o el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen del dominio SH3 y el gen de 

repeticiones tetratricopeptídicas 2 (SH3TC2). Se considera que el ORF de SH3TC2 

tiene una secuencia como se define en la SEQ ID NO. 7. En algunas modalidades, el 

primer ácido nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de 
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secuencia con la SEQ ID NO. 7, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID NO. 7. En otras 

modalidades, el primer ácido nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia 

o identidad de secuencia con la secuencia de ADNc de SH3TC2, opcionalmente al 

menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 

97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homología de secuencia 

con la secuencia de ADNc de SH3TC2.

Como se discutió anteriormente, la CMT4C es causada por mutaciones en el gen 

SH3TC2, lo que causa una expresión insuficiente de la proteína SH3TC2 funcional de 

tipo salvaje. De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales 

descritos en la presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención 

de CMT4C mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa 

terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc de SH3TC2, para, por ejemplo, 

aumentar la expresión del SH3TC2 de tipo salvaje.

En otra modalidad, los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden usarse en métodos de tratamiento o la prevención de otros tipos de CMT 

desmielinizante autosómica dominante. 

La CMT1B es causada por mutaciones en el gen de la proteína cero de mielina 

(Mpz), lo que causa una expresión insuficiente de la proteína Mpz funcional de tipo 

salvaje. 

Por tanto, en algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF o 

el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la proteína cero de mielina (MPZ). 

Se considera que el ORF de MPZ tiene una secuencia como se define en la SEQ ID 

NO. 9. En algunas modalidades, el primer ácido nucleico tiene al menos 75 % de 

homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 9, 

opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 

94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 9. En otras modalidades, el primer ácido 

nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia 

con la secuencia de ADNc de MPZ, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la secuencia de ADNc de MPZ.

Se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en la 

presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de CMT1B 
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mediante el suministro de ARN no codificantes, como se describe en la presente 

descripción, tras dirigir y anular los alelos mutantes tóxicos del gen MPZ además de 

suministrar una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa terapéuticamente del 

marco de lectura abierto o ADNc del gen MPZ. 

La CMT1D es causada por mutaciones en el gen EGR2, que causan una 

expresión insuficiente de la proteína EGR2 funcional de tipo salvaje. 

Por tanto, en algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF o 

el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la respuesta de crecimiento 

temprano 2 (EGR2). Se considera que el ORF de EGR2 tiene una secuencia como se 

define en la SEQ ID NO. 10. En algunas modalidades, el primer ácido nucleico tiene al 

menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 

10, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 

94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 10. En otras modalidades, el primer ácido 

nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia 

con la secuencia de ADNc de EGR2, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la secuencia de ADNc de 

EGR2.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en 

la presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de CMT1D 

mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa 

terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen EGR2. 

En otra modalidad, los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden usarse en métodos de tratamiento o la prevención de otros tipos de CMT 

desmielinizante autosómica recesiva. La CMT4A es causada por mutaciones en el gen 

GDAP1, que causan una expresión insuficiente de la proteína GDAP1 funcional de tipo 

salvaje. 

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF 

de la secuencia de tipo salvaje del gen de la proteína 1 asociada con diferenciación 

inducida por gangliósidos (GDAP1). Se considera que el ORF de GDAP1 tiene una 

secuencia como se define en la SEQ ID NO. 11. En algunas modalidades, el primer 

ácido nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de 

secuencia con la SEQ ID NO. 11, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 
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identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID NO. 11. En otras 

modalidades, el primer ácido nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia 

o identidad de secuencia con la secuencia de ADNc de GDAP1, opcionalmente al 

menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 

97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homología de secuencia 

con la secuencia de ADNc de GDAP1.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en 

la presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de CMT4A 

mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa 

terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen GDAP1. 

La CMT4D es causada por mutaciones en el gen NDRG1, que causan una 

expresión insuficiente de la proteína NDRG1 funcional de tipo salvaje. 

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF 

o el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de regulado aguas abajo de N-Myc 1 

(NDRG1). Se considera que el ORF de NDRG1 tiene una secuencia como se define 

en la SEQ ID NO. 12. En algunas modalidades, el primer ácido nucleico tiene al menos 

75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 12, 

opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 

94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 12. En otras modalidades, el primer ácido 

nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia 

con la secuencia de ADNc de NDRG1, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, 

u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la secuencia de ADNc de 

NDRG1.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en 

la presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de CMT4D 

mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa 

terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen NDRG1. 

La CMT4E es causada por mutaciones en el gen EGR2, que causan una 

expresión insuficiente de la proteína EGR2 funcional de tipo salvaje. 

Por tanto, en algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF o 

el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la respuesta de crecimiento 

temprano 2 (EGR2). Se considera que el ORF de EGR2 tiene una secuencia como se 

define en la SEQ ID NO. 10. En algunas modalidades, el primer ácido nucleico tiene al 



22

menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 

10, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 

94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 10. En otras modalidades, el primer ácido 

nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia 

con la secuencia de ADNc de EGR2, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la secuencia de ADNc de 

EGR2.

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en 

la presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de CMT4E 

mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa 

terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen EGR2.

La neuropatía hereditaria con tendencia a la parálisis por presión (HNPP) se 

asocia con una mutación en el gen PMP22, que causa una expresión insuficiente de la 

proteína PMP22 funcional de tipo salvaje. 

Por lo tanto, en algunas modalidades, el primer ácido nucleico puede ser el ORF 

o el ADNc de la secuencia de tipo salvaje del gen de la proteína 22 de mielina 

periférica (PMP22). Se considera que el ORF de PMP22 tiene una secuencia como se 

define en la SEQ ID NO. 8. En algunas modalidades, el primer ácido nucleico tiene al 

menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 

8, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 

94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 8. En otras modalidades, el primer ácido 

nucleico tiene al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia 

con la secuencia de ADNc de PMP22, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, 

u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la secuencia de ADNc de 

PMP22.

De ello se deduce que en algunas modalidades, los vectores virales descritos en 

la presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención de HNPP 

mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia beneficiosa 

terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc del gen PMP22.

En otra modalidad, el primer ácido nucleico puede ser el ORF o el ADNc de otro 

gen asociado con una neuropatía desmielinizante y/o disfunción de las células de 
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Schwann. De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales 

descritos en la presente descripción pueden usarse en el tratamiento o la prevención 

de enfermedades asociadas con una neuropatía desmielinizante y/o disfunción de las 

células de Schwann mediante el suministro de una copia de tipo salvaje u otra copia 

beneficiosa terapéuticamente del marco de lectura abierto o ADNc de un gen asociado 

con dicha enfermedad. 

La enfermedad de la neurona motora (MND) (también llamada esclerosis lateral 

amiotrófica) es un trastorno neurodegenerativo con causas complejas que no se han 

determinado por completo. En algunas modalidades, los vectores virales descritos en 

la presente descripción pueden usarse para suministrar polinucleótidos que codifican 

factores tróficos (por ejemplo, factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), factor 

neurotrófico derivado de células gliales (GDNF), neurotrofina-3 (NT-3), factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF)). Se considera que la expresión de dichos 

factores tróficos en las células diana es útil para regenerar y salvar las neuronas 

motoras estresadas. 

De ello se deduce que, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en 

la presente descripción se usan en métodos de tratamiento o la prevención de la MND. 

Para el experto en la técnica estaría claro que la forma de tipo salvaje o 

beneficiosa terapéuticamente de las proteínas descritas en la presente descripción 

podría expresarse a partir de la secuencia de nucleótidos del gen completo, solo de la 

secuencia de marco de lectura abierto (ORF), o solo de la secuencia de ADNc. El 

experto en la técnica accedería fácilmente a todos estos tipos de secuencias desde 

una base de datos de secuencias, por ejemplo, GenBank (accesible en: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

En algunas modalidades, el primer polinucleótido codifica y se traduce en un 

primer polipéptido o proteína. En algunas modalidades, el primer polinucleótido 

codifica una forma de tipo salvaje de una proteína. En algunas modalidades, la forma 

de tipo salvaje de la proteína se usa para reemplazar o complementar la expresión de 

una forma mutante de la misma proteína que se expresa en un sujeto que la necesita. 

En algunas modalidades, el primer polinucleótido puede codificar una forma de 

tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente de una o más de las siguientes proteínas: 

conexina-32 (Cx32); el dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptídicas 2 (SH3TC2); la 

proteína 22 de mielina periférica (PMP22); la proteína cero de mielina (MPZ); la 

respuesta de crecimiento temprano 2 (EGR2); la proteína asociada con la 

diferenciación inducida por gangliósidos 1 (GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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(NDRG1). El experto en la técnica comprenderá que se puede acceder fácilmente a 

las secuencias de aminoácidos de las proteínas descritas en la presente descripción 

desde una base de datos de secuencias, por ejemplo, la Base de datos de proteínas 

NCBI (accesible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein). 

Por lo tanto, en algunas modalidades, la invención puede aplicarse a métodos de 

reemplazo de genes tras proporcionar un vector AAV que contiene una forma de tipo 

salvaje u otra forma beneficiosa terapéuticamente de un gen a reemplazar. En algunos 

ejemplos no limitantes, el gen que se va a reemplazar puede estar mutado de tal 

manera que no codifica una proteína, sino que codifica una versión truncada de la 

proteína de tipo salvaje (por ejemplo, existe un codón de parada prematuro), codifica 

una cantidad reducida de proteína funcional o codifica una forma mutante no funcional 

de la proteína. 

En una modalidad adicional o alternativa, el primer ácido nucleico codifica y se 

traduce en un factor trófico (por ejemplo, factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF), factor neurotrófico derivado de células gliales (GDNF), neurotrofina-3 (NT-3), 

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)). Por factor trófico incluimos 

biomoléculas (por ejemplo, proteínas o péptidos) que apoyan el crecimiento, 

diferenciación y/o desarrollo de neuronas maduras y en desarrollo. En otra modalidad 

adicional o alternativa, el primer polinucleótido codifica un factor regenerativo (por 

ejemplo, Angiogenina, Oct-6, Egr2, Sox-10). En otra modalidad adicional o alternativa, 

el primer polinucleótido codifica un factor de crecimiento (por ejemplo, IGF).

El uso de los vectores descritos en la presente descripción para suministrar 

ácidos nucleicos que codifican los factores tróficos, los factores regenerativos y/o los 

factores de crecimiento descritos anteriormente pueden usarse en algunas 

modalidades para tratar o evitar trastornos de nervios periféricos adquiridos. En un 

ejemplo, las neuropatías periféricas diabéticas y otras tóxicas podrían tratarse tras 

suministrar vectores como se describe en la presente descripción que codifican 

factores tróficos y/o factores de crecimiento a células de Schwann y axones. En otro 

ejemplo, la enfermedad de la motoneurona (MND) (también conocida como esclerosis 

lateral amiotrófica) puede tratarse tras suministrar vectores como se describe en la 

presente descripción que codifican factores tróficos que pueden administrarse a los 

axones de las motoneuronas estresadas para salvar retroactivamente dichas 

motoneuronas. 

En otra modalidad, la administración de un vector viral que comprende un primer 

ácido nucleico que codifica una primera proteína o polipéptido conduce a un 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
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funcionamiento mejorado de las células de Schwann y/o un aumento de la formación 

de la vaina de mielina. En algunas modalidades, esta mejora en la función se logra 

mediante un aumento de la formación de la vaina de mielina por las células de 

Schwann en comparación con la formación de la vaina de mielina por las células de 

Schwann en el sujeto antes del tratamiento y la mejora en la función puede detectarse 

a través de la detección de un aumento de la producción de vaina de mielina. En 

algunas modalidades, la mejora en la función puede medirse mediante una mejora en 

la fuerza muscular y/o una mejora en la velocidad de conducción del nervio ciático y/o 

cambios en la respuesta potencial de los biomarcadores sanguíneos en comparación 

con estas medidas en el sujeto antes del tratamiento. El experto en la técnica conoce 

técnicas para determinar una mejora en la función de las células de Schwann y/o un 

aumento en la formación de la vaina de mielina. Algunas de estas técnicas se 

proporcionan en los Ejemplos.

En algunas modalidades específicas, el aumento en la formación de la vaina de 

mielina por las células de Schwann conduce a una mielinización mejorada de los 

nervios periféricos. Por mielinización mejorada de los nervios periféricos queremos 

decir que hay un aumento de la mielinización de los nervios periféricos en 

comparación con el sujeto antes del tratamiento. Esto incluye una disminución de las 

fibras desmielinizadas y remielinizadas y/o una reducción de las fibras mielinizadas de 

manera anormal. La mielinización mejorada también puede estar asociada con una 

reducción en el número de macrófagos espumosos, que es un marcador de 

inflamación, en algunas modalidades. La mielinización mejorada también puede estar 

asociada con un aumento del grosor de la mielina y una reducción de las relaciones g 

(diámetro axonal dividido por el diámetro de las fibras mielinizadas).

Como se describió anteriormente, el primer ácido nucleico puede codificar un 

polipéptido o proteína que tiene beneficios terapéuticos, por ejemplo, cuando la 

proteína nativa se muta o se expresa a un nivel que es demasiado bajo para dar como 

resultado una funcionalidad normal. 

Se apreciará que en una modalidad alternativa, el primer ácido nucleico puede 

transcribirse en un ARN que no es un ARNm, es decir, no es un ARN que se traduce 

en una proteína. En consecuencia, el primer ácido nucleico puede transcribirse en un 

ARN no codificante. 

Por "ARN no codificante" nos referimos a cualquier molécula de ARN que no se 

traduzca en un polipéptido o proteína. El experto en la técnica conocerá dichos 

polímeros de ARN y cómo pueden usarse para afectar la expresión de polipéptidos. En 
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una modalidad, el primer ácido nucleico se transcribe en un microARN no codificante 

(miR). En una modalidad alternativa adicional, el primer ácido nucleico se transcribe en 

un ARN de horquilla corta (ARNhc). En una modalidad adicional, el primer ácido 

nucleico se transcribe en un ARN guía (ARNg), por ejemplo, como parte de un sistema 

basado en CRISPR.

La expresión del ARN no codificante descrito anteriormente cuando el vector 

viral está en un organismo diana puede conducir a una reducción en la expresión de 

un polinucleótido diana, en donde opcionalmente el polinucleótido diana es un gen 

ubicado en un organismo diana, en donde opcionalmente este está ubicado en una 

célula en un organismo diana. En algunas modalidades, el polinucleótido diana es una 

secuencia genética. Por lo tanto, en algunas modalidades, la invención descrita en la 

presente descripción puede usarse para reducir la expresión de un gen diana. Por 

"reducir" queremos decir que la expresión del gen diana se reduce en comparación 

con los niveles de expresión antes del tratamiento con el vector viral. 

Por ejemplo, la invención puede aplicarse a situaciones en las que se 

sobreexpresa un ácido nucleico diana, por ejemplo, un gen diana. El vector viral puede 

usarse para suministrar un primer ácido nucleico que se transcribe en un ARN no 

codificante para, por ejemplo, dirigirse al ARNm producido por el gen que se 

sobreexpresa para la degradación (por ejemplo, por el complejo RISC, que es bien 

conocido en la técnica) o para bloquear directamente la traducción de dicho ARNm en 

proteína. Esta modalidad de la invención también se aplica a situaciones en las que el 

ácido nucleico diana se transcribe a sí mismo en un ARN no codificante, y es 

beneficioso reducir los niveles del ARN no codificante del huésped en la célula.

Esta modalidad de la invención también puede usarse para dirigirse a mutantes 

de ganancia de función deletéreos y reducir sus niveles de expresión de proteína o 

ARNm.

Por lo tanto, en algunas modalidades, la expresión de ARN no codificante da 

como resultado la reducción de la expresión de un ácido nucleico, un polinucleótido o 

un gen diana. En una modalidad, se considera que la expresión o sobreexpresión del 

polinucleótido diana en un organismo diana se asocia con una enfermedad asociada 

con las células de Schwann, en donde opcionalmente la enfermedad es una 

neuropatía desmielinizante dominante (CMT1), en donde opcionalmente el 

polinucleótido diana es un alelo mutado de proteína cero de mielina (Mpz/P0) y la 

enfermedad asociada con las células de Schwann es CMT1B, o en donde el 

polinucleótido diana es otro gen dominante asociado con CMT1.
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En algunas modalidades, la administración de un vector viral que codifica un 

primer ácido nucleico da como resultado la expresión de un ARN no codificante que 

conduce a una mejora del funcionamiento de las células de Schwann. Como se 

discutió anteriormente, en algunas modalidades esta mejora en la función se logra 

mediante un aumento de la formación de la vaina de mielina por las células de 

Schwann en comparación con la formación de la vaina de mielina por las células de 

Schwann en el sujeto antes del tratamiento. En algunas modalidades, esta mejora en 

la función puede medirse mediante una mejora en la fuerza muscular y/o una mejora 

en la velocidad de conducción del nervio ciático y/o cambios en la respuesta potencial 

de los biomarcadores sanguíneos en comparación con estas medidas en el sujeto 

antes del tratamiento. 

En algunas modalidades, los vectores virales descritos en la presente 

descripción comprenden una primera secuencia de ácido nucleico que codifica un 

primer polipéptido o proteína, y el vector también puede comprender un segundo ácido 

nucleico que se transcribe en un ARN no codificante. Por lo tanto, la invención puede 

usarse en algunas modalidades para reducir la expresión de un gen mutante mediante 

el uso de un ARN no codificante y también para reemplazar el gen mutante con una 

copia de tipo salvaje de dicho gen, lo que da como resultado un reemplazo completo 

del gen. Este enfoque se considera particularmente útil cuando el sujeto que necesita 

tratamiento tiene una mutación de ganancia de función en una proteína particular.

En algunas modalidades, el vector viral también contiene una segunda o tercera 

secuencia de ácido nucleico que codifica un factor de transcripción capaz de conducir 

la expresión o aumentar la expresión del promotor específico de las células de 

Schwann, opcionalmente el promotor específico de la mielina o los promotores 

específicos de la mielina mínimos como se define en la presente descripción. Los 

ejemplos de dichos factores de transcripción que pueden conducir a la expresión de 

polinucleótidos bajo el control de promotores específicos de las células de Schwann 

incluyen Egr2 y Sox10. 

El vector viral también puede comprender una secuencia de ácido nucleico que 

codifica un polipéptido Cas9 o similar que se usa habitualmente en técnicas CRISPR y 

variaciones de estas, tales como dead-Cas9.

Se entenderá que los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden administrarse al sujeto de diversas formas. En una modalidad preferida, los 

vectores virales descritos en la presente descripción se administran mediante 

inyección intratecal. Por "inyección intratecal" incluimos la inyección en el canal espinal 



28

que da como resultado que el material inyectado llegue al líquido cefalorraquídeo 

(LCR). En una modalidad particularmente preferida, los vectores virales descritos en la 

presente descripción se administran mediante inyección intratecal lumbar. Los 

vectores virales descritos en la presente descripción también son adecuados para la 

administración mediante inyección intratecal torácica o inyección intratecal cervical. 

Alternativamente, los vectores virales descritos en la presente descripción podrían 

administrarse mediante inyección directa en nervios periféricos. Alternativamente, los 

vectores virales descritos en la presente descripción podrían administrarse mediante 

inyección intravenosa directa. 

La inyección intratecal proporciona ventajas sobre otros métodos de 

administración tales como la inyección intraneural e intravenosa. En comparación con 

la inyección intraneural, la inyección intratecal proporciona una distribución más 

extendida a múltiples raíces y nervios espinales. Por el contrario, la inyección 

intraneural proporciona distribución solo dentro del nervio inyectado. Además, la 

inyección intratecal puede realizarse de forma rutinaria en la clínica, no requiere un 

procedimiento quirúrgico y se considera segura, mientras que las inyecciones 

intraneurales requerirán un procedimiento quirúrgico y múltiples nervios para estar 

expuestos, mayor riesgo, mucho más difícil de traducir en la clínica.

Si bien la inyección intravenosa es más fácil de administrar en la clínica, tiene la 

desventaja de requerir dosis mucho más altas del vector para llegar al sistema 

nervioso en comparación con el suministro intratecal. El suministro intravenoso 

también puede conducir a una mayor toxicidad, debido a las dosis más altas del virus y 

al riesgo de toxicidad hepática. Además, es probable que la inyección intravenosa 

cause más reacciones inmunitarias, mientras que el suministro intratecal ofrece la 

posibilidad de evadir el sistema inmunológico con una respuesta inmunitaria más baja.

Una vez que los vectores AAV descritos en la presente descripción han 

transducido la célula diana, el material genético que se suministra permanece estable 

y episómico, siempre que la célula diana se haya diferenciado y no se esté dividiendo, 

como es el caso de las células de Schwann maduras. Por lo tanto, una sola 

administración de un vector AAV debería ser suficiente para lograr efectos 

terapéuticos y, en algunas modalidades, los vectores virales descritos en la presente 

descripción se administran mediante una única inyección intratecal. Sin embargo, en 

algunos casos, puede ser necesario administrar dosis múltiples de diferentes vectores 

de AAV al sujeto en diferentes momentos. Estos diferentes vectores pueden expresar 

diferentes primeros polinucleótidos, o pueden expresar el mismo primer polinucleótido 
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y diferir en el tipo de AAV que se usa. Por lo tanto, en algunas modalidades, los 

vectores virales descritos en la presente descripción pueden ser útiles para tratar o 

evitar enfermedades asociadas con las células de Schwann que están asociadas con 

múltiples genes diferentes. 

Se apreciará que los vectores virales descritos en la presente descripción son 

adecuados para el uso en sujetos humanos. Los vectores virales también son 

adecuados para el uso en mamíferos en general, tales como: gato, perro, ratón, 

conejo, caballo. Los sujetos pueden tratarse con los vectores virales descritos en la 

presente descripción antes de la aparición de los síntomas de la enfermedad asociada 

con las células de Schwann o después de la aparición de los síntomas de dicha 

enfermedad. Los sujetos a tratar pueden tener cualquier edad al inicio del tratamiento. 

Por ejemplo, los sujetos pueden tratarse con el(los) vector(es) de la invención tan 

pronto como se confirme que el sujeto tiene una mutación u otro defecto que 

comprometa el rendimiento de las células de Schwann. Esto puede ser antes de que 

se presenten síntomas.

Se apreciará que la dosis de vector viral usada se ajustará de acuerdo con los 

requisitos del sujeto que lo necesite, por ejemplo, puede ajustarse debido a la edad, 

peso o altura del sujeto. Como ejemplo general, puede usarse una dosis de (para 

suministro intratecal) dosis crecientes a 3,5 x 1013 genomas de vector (vg), 3,3 x dosis 

más alta de 1,2 x 1014 vg y la dosis 5 veces mayor de 1,8 x 1014 vg. Dosis como estas 

se han usado previamente en ensayos clínicos con AAV (por ejemplo, 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02362438), y el experto en la técnica conocerá 

que podrían aplicarse a la presente invención. 

Para el experto en la técnica estará claro que además de los métodos 

terapéuticos para evitar o tratar una enfermedad asociada con las células de Schwann, 

la invención también proporciona el vector viral per se. En consecuencia, en otro 

aspecto, la invención proporciona un vector viral como se describe en la presente 

descripción que comprende una secuencia de ácido nucleico como se define en la 

presente descripción. En una modalidad preferida, el vector viral es un AAV. En una 

modalidad particularmente preferida, el AAV es un AAV9. Las preferencias por las 

características de este aspecto son como se describen en otra parte de esta 

descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, promotor, 

enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente 

descripción.

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02362438
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En un aspecto adicional, la invención proporciona un promotor mínimo específico 

de mielina que comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 5 o 

una secuencia con al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de 

secuencia con la SEQ ID NO. 5, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID NO. 5. Las 

preferencias por las características de este aspecto son como se describen en esta 

descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, promotor, 

enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente 

descripción.

En un aspecto adicional, la invención proporciona un promotor mínimo específico 

de mielina que comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 22 o 

una secuencia con al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de 

secuencia con la SEQ ID NO. 22, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 

86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID NO. 22. Las 

preferencias por las características de este aspecto son como se describen en esta 

descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, promotor, 

enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente 

descripción. En algunas modalidades, la invención proporciona un promotor mínimo 

específico de mielina humano, en donde el promotor mínimo específico de mielina 

humano tiene una homología de secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, 

u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de 

homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 22.

En un aspecto adicional, la invención proporciona una construcción 

polinucleotídica que comprende una primera secuencia de ácido nucleico que es un 

promotor específico de las células de Schwann, opcionalmente un promotor específico 

de mielina, que comprende opcionalmente el promotor de la proteína cero de mielina 

(Mpz) o un promotor mínimo específico de mielina como se define en la presente 

descripción, unido operativamente a una segunda secuencia de ácido nucleico que se 

transcribe en un primer polinucleótido, en donde el segundo ácido nucleico:

a) es el marco de lectura abierto o ADNc u otros elementos de un gen; o b) se 

transcribe en un ARN no codificante. 

La invención también proporciona un vector viral que comprende dicha 

construcción polinucleotídica, por ejemplo, proporciona un vector AAV que comprende 
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la construcción. Las preferencias por las características de este aspecto son como se 

describen en esta descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido 

nucleico, promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se 

definen en la presente descripción. Por ejemplo, en una modalidad, la construcción 

polinucleotídica de la invención comprende un promotor específico de las células de 

Schwann, en donde el promotor es a) un promotor mínimo específico de las células de 

Schwann, opcionalmente un promotor mínimo de Mpz como se describe en la 

presente descripción, por ejemplo, cuando el promotor tiene una secuencia con al 

menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, 

o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de homología de secuencia o identidad de secuencia 

con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22; o b) un promotor de Mpz de longitud 

completa en donde opcionalmente el promotor tiene una secuencia con al menos 

75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, 

o 98 %, o 99 %, o 100 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la 

SEQ ID NO. 4 o la SEQ ID NO. 18.

Preferentemente, la construcción polinucleotídica de la invención comprende un 

promotor mínimo de Mpz humano o Mpz de longitud completa humano como se 

describe en la presente descripción.

En un aspecto adicional, la invención proporciona los siguientes vectores virales: 

a)  Un vector AAV-Mpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor de la 

proteína cero de mielina (Mpz) y el gen indicador de EGFP (SEQ ID NO. 1), en donde 

opcionalmente el promotor tiene una secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 

84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 

100 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4 o la 

SEQ ID NO. 18; 

b) Un vector AAV9-Mpz-GJB1 que comprende un vector AAV9, el promotor de 

la proteína cero de mielina (Mpz) y el marco de lectura abierto (ORF) del gen de unión 

en hendidura beta 1 (GJB1) (SEQ ID NO. 2), en donde opcionalmente el promotor 

tiene una secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 

90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de homología de 

secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4 o la SEQ ID NO. 18;

c) Un vector AAV9-miniMpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor 

mínimo de la proteína cero de mielina (miniMpz) y el gen indicador de EGFP (SEQ ID 

NO. 3), en donde opcionalmente el promotor miniMPZ tiene una homología de 

secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, 
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o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de homología de secuencia o 

identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22;

d) Un vector AAV9-Mpz-GJB1 humano que comprende un vector AAV9, el 

promotor de la proteína cero de mielina humana (hP0) y el marco de lectura abierto 

(ORF) del gen de unión en hendidura beta 1 (GJB1) (SEQ ID NO. 17);

e) Un vector AAV9-Mpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, el 

promotor de la proteína cero de mielina humana (hP0) y el gen indicador de EGFP 

(SEQ ID NO. 19);

f) Un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2.myc.ITR que comprende un vector AAV9, 

un promotor mínimo de la proteína cero de mielina (Mpz) y el marco de lectura abierto 

(ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 20);

g) Un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2 humano que comprende un vector AAV9, 

un promotor mínimo de la proteína cero de mielina humano (hP0) y el marco de lectura 

abierto (ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 21);

h) Un vector AAV9-miniMpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, un 

promotor mínimo de la proteína cero de mielina humano (hP0) y el gen indicador de 

EGFP (SEQ ID NO. 23); 

o i) un AAV, en donde opcionalmente el vector AAV es un AAV9;Las 

preferencias por las características de este aspecto son como se describen en esta 

descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, promotor, 

enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en la presente 

descripción.

En una modalidad específica, la invención también proporciona un vector viral 

para el uso en el tratamiento o la prevención de una enfermedad asociada con las 

células de Schwann en un sujeto que lo necesite, en donde el vector viral comprende 

una primera secuencia de ácido nucleico que se transcribe en un primer polinucleótido, 

y en donde la transcripción de dicho primer ácido nucleico está bajo el control de un 

promotor mínimo específico de mielina, que opcionalmente comprende o consiste en 

la secuencia definida en la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22 o que tiene al menos 

75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o 22, 

opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 

94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o 22. En una modalidad, el vector viral 

puede ser un vector AAV. En otra modalidad alternativa, el vector viral puede ser un 

vector lentiviral. Las preferencias por las características de este aspecto son como se 
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describen en esta descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido 

nucleico, promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se 

definen en la presente descripción.

En otro aspecto, la invención también proporciona composiciones farmacéuticas 

que comprenden cualquiera de los vectores virales como se describe en la presente 

descripción. En algunas modalidades, la composición farmacéutica comprende una 

cantidad apropiada del vector viral y además comprende un excipiente, diluyente, 

portador, tampón o adyuvante aceptable farmacéuticamente. Las preferencias por las 

características de este aspecto son como se describen en esta descripción, por 

ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, promotor, enfermedad asociada 

con las células de Schwann son como se definen en la presente descripción.

Como se usa en la presente descripción, "composición farmacéutica" significa 

una formulación eficaz terapéuticamente para el uso en el tratamiento o la prevención 

de enfermedades asociadas con las células de Schwann. 

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse de una manera conocida 

en la técnica que sea lo suficientemente estable para el almacenamiento y adecuada 

para su administración a seres humanos. 

Por "aceptable farmacéuticamente" nos referimos a un material no tóxico que no 

disminuye la efectividad de la actividad biológica de los ingredientes activos, es decir, 

el vector viral. Dichos portadores o excipientes aceptables farmacéuticamente se 

conocen bien en la técnica (ver Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a edición, 

A.R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company (1990) y el manual de Pharmaceutical 

Excipients, 3a edición, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press (2000), que se incorporan 

en la presente descripción como referencia).

El término "tampón" pretende significar una solución acuosa que contiene una 

mezcla ácido-base con el propósito de estabilizar el pH. Los ejemplos de tampones 

son Trizma, Bicine, Tricine, MOPS, MOPSO, MOBS, Tris, Hepes, HEPBS, MES, 

fosfato, carbonato, acetato, citrato, glicolato, lactato, borato, ACES, ADA, tartrato, 

AMP, AMPD, AMPSO, BES, CABS, cacodilato, CHES, DIPSO, EPPS, etanolamina, 

glicina, HEPPSO, imidazol, ácido imidazol láctico, PIPES, SSC, SSPE, POPSO, 

TAPS, TABS, TAPSO y TES. 

El término "diluyente" pretende significar una solución acuosa o no acuosa con el 

fin de diluir el vector viral en la preparación farmacéutica. El diluyente puede ser uno o 

más de solución salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol, etanol o aceites (tales 



34

como aceite de cártamo, aceite de maíz, aceite de maní, aceite de semilla de algodón 

o aceite de sésamo). 

El término "adyuvante" pretende significar cualquier compuesto adicionado a la 

formulación para aumentar el efecto biológico del vector viral. El adyuvante puede ser 

una o más plata coloidal, sales de zinc, cobre o plata con diferentes aniones, por 

ejemplo, pero sin limitarse a fluoruro, cloruro, bromuro, yoduro, tiocianato, sulfito, 

hidróxido, fosfato, carbonato, lactato, glicolato, citrato, borato, tartrato, y acetatos de 

diferente composición de acilo. Los adyuvantes pueden ser, además, polímeros 

catiónicos tales como PHMB, éteres de celulosa catiónicos, ésteres de celulosa 

catiónicos, ácido hialurónico desacetilado, quitosano, dendrímeros catiónicos, 

polímeros sintéticos catiónicos tales como, poli(vinil imidazol) y polipéptidos catiónicos 

tales como polihistidina, polilisina, poliarginina y péptidos que contienen estos 

aminoácidos. 

El excipiente puede ser uno o más de carbohidratos, polímeros, lípidos y 

minerales. Los ejemplos de carbohidratos incluyen lactosa, sacarosa, manitol y 

ciclodextrinas, que se adicionan a la composición, por ejemplo, para facilitar la 

liofilización. Los ejemplos de polímeros son almidón, éteres de celulosa, celulosa, 

carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, 

etilhidroxietilcelulosa, etilcelulosa, metilcelulosa, propilcelulosa, alginatos, 

carragenanos, ácido hialurónico y sus derivados, ácido poliacrílico, polisulfonato, 

polietilenglicol/óxido de polietileno, copolímeros de óxido de polietileno/óxido de 

polipropileno, alcohol polivinílico/acetato de polivinilo de diferentes grados de hidrólisis, 

poli(ácido láctico), poli(ácido glicólico) or sus copolymers con diversas composiciones 

y polivinilpirrolidona, todos de diferente peso molecular, que se adicionan a la 

composición, por ejemplo, para el control de la viscosidad, para lograr la bioadhesión, 

o para proteger al ingrediente activo de la degradación química y proteolítica. Los 

ejemplos de lípidos son ácidos grasos, fosfolípidos, mono, di, y triglicéridos, 

ceramidas, esfingolípidos y glicolípidos, todos de diferente longitud y saturación de la 

cadena de acilo, lecitina de huevo, lecitina de soja, lecitina de soja y huevo 

hidrogenados, que se adicionan a la composición por razones similares a las de los 

polímeros. Los ejemplos de minerales son talco, óxido de magnesio, óxido de zinc y 

óxido de titanio, que se adicionan a la composición para obtener beneficios tales como 

la reducción de la acumulación de líquido o propiedades ventajosas de pigmentos.

En otro aspecto, la invención proporciona el uso de un vector viral como se 

describe en la presente descripción en un método de fabricación de un medicamento 
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para el tratamiento o la prevención de una enfermedad asociada con las células de 

Schwann. En algunas modalidades, la enfermedad causa destrucción y/o formación 

reducida de la vaina de mielina por las células de Schwann. En una modalidad 

preferida, la enfermedad es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. Las preferencias 

por las características de este aspecto son como se describen en esta descripción, por 

ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, promotor, enfermedad asociada 

con las células de Schwann son como se definen en la presente descripción.

En aún otro aspecto, la invención proporciona métodos de tratamiento o la 

prevención de una enfermedad asociada con las células de Schwann mediante el uso 

de cualquiera de los vectores virales descritos en la presente descripción. En una 

modalidad específica, la invención proporciona métodos de tratamiento o la prevención 

de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. En una modalidad preferida, la enfermedad 

es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 1X o tipo 4C. Las preferencias por las 

características de este aspecto son como se describen en esta descripción, por 

ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, promotor, enfermedad asociada 

con las células de Schwann son como se definen en la presente descripción.

El experto en la técnica apreciará que los vectores virales descritos en la 

presente descripción podrían usarse en un sistema CRISPR/Cas para el uso en la 

edición o silenciamiento de genes, por ejemplo, mediante el uso de un polipéptido 

dead-Cas9. En consecuencia, en otro aspecto, la invención incluye un vector viral o 

una construcción polinucleotídica como se describe en la presente descripción para el 

uso en un sistema CRISPR/Cas9 que comprende uno cualquiera o más de: 

a) un polinucleótido que codifica un ARN guía único (ARNgu) que se dirige a un 

gen de interés; 

b) un polinucleótido que codifica un polipéptido Cas9;

c) un polinucleótido que codifica un polipéptido de interés.

Las preferencias por las características de este aspecto son como se describen 

en esta descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, 

promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en 

la presente descripción.

Para el experto en la técnica estará claro que los vectores virales descritos en la 

presente descripción podrían tener una variedad de usos distintos del tratamiento o la 

prevención de enfermedades asociadas con las células de Schwann. Por ejemplo, los 

vectores virales descritos en la presente descripción pueden usarse en un método de 

marcaje de las células de Schwann, por ejemplo con proteína fluorescente, por 
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ejemplo, la proteína fluorescente verde (GFP) o la proteína fluorescente verde 

mejorada (EGFP), o con otros indicadores no fluorescentes. En algunos ejemplos, el 

marcaje de las células de Schwann puede usarse en un método de diagnóstico de una 

enfermedad asociada con las células de Schwann.

Las preferencias por las características de este aspecto son como se describen 

en esta descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, 

promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en 

la presente descripción.

En otro ejemplo, los vectores virales descritos en la presente descripción pueden 

usarse en métodos para inducir a las células de Schwann a diferenciarse en tipos 

celulares alternativos, por ejemplo, neuronas, oligodendrocitos o astrocitos.

En aún otro ejemplo, los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden usarse en métodos para estimular a las células de Schwann para apoyar la 

regeneración en un sujeto que lo necesite, por ejemplo, después de una lesión o 

trauma. Las preferencias por las características de este aspecto son como se 

describen en esta descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido 

nucleico, promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se 

definen en la presente descripción.

En aún otro ejemplo, los vectores virales descritos en la presente descripción 

pueden ser adecuados para el uso en métodos ex vivo para tratar enfermedades 

asociadas con las células de Schwann. Por ejemplo, las células diana podrían 

eliminarse del sujeto que necesita tratamiento y transducirse con un vector viral como 

se describe en la presente descripción antes de volver a introducirse en el sujeto. 

Las preferencias por las características de este aspecto son como se describen 

en esta descripción, por ejemplo, las preferencias por el vector, ácido nucleico, 

promotor, enfermedad asociada con las células de Schwann son como se definen en 

la presente descripción.

La invención también proporciona una célula que ha sido transducida por el 

vector viral de la invención, por ejemplo, una célula de Schwann.

La invención también proporciona una célula que comprende la construcción de 

ácido nucleico de la invención que comprende el promotor relevante y el primer ácido 

nucleico. El experto en la técnica conocerá que los vectores virales de la presente 

invención pueden producirse en células cultivadas, preferentemente células HEK293, 

por ejemplo, como se describió en (58). 
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Se apreciará que los vectores y métodos descritos en la presente descripción 

pueden realizarse in vivo, pero también pueden usarse ex vivo o in vitro, por ejemplo, 

células tales como las células de Schwann pueden transducirse in vitro o ex vivo para 

fines terapéuticos o de investigación posteriores.

La invención también proporciona kits que pueden usarse para implementar 

cualquiera de los vectores virales descritos en la presente descripción. Por ejemplo, la 

invención proporciona un kit para el uso con el vector viral o polinucleótido de 

cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el kit comprende uno o más de: 

a) un vector viral como se define en la presente descripción;

b) una construcción polinucleotídica como se define en la presente 

descripción;

c) un vector viral;

d) un vector viral que comprende la construcción polinucleotídica como se 

define en la presente descripción;

e) un portador y/o excipiente aceptable farmacéuticamente;

f)una jeringa de un solo uso, por ejemplo una jeringa de un solo uso adecuada 

para inyección lumbar intratecal;

g) instrucciones de uso. 

En una modalidad, el kit comprende más que un vector viral de acuerdo con la 

invención, por ejemplo, el kit puede comprender dos vectores virales diferentes como 

se define en la presente descripción.

Para el experto en la técnica estará claro que en cualquiera de los usos 

terapéuticos de la invención, puede administrarse al sujeto más de un vector viral de 

acuerdo con la invención. Será evidente para el experto en la técnica que en algunas 

situaciones esto es ventajoso, por ejemplo, si se conoce que más de un gen está 

asociado con la enfermedad asociada con las células de Schwann, pueden 

administrarse múltiples vectores virales, cada vector dirigido a expresar una proteína 

terapéutica diferente. Alternativamente, un solo vector puede expresar más de una 

proteína terapéutica o ARN no codificante. En otras situaciones, como las descritas 

anteriormente, puede usarse un vector viral para expresar, por ejemplo, una proteína 

Cas9 en las células de Schwann y puede usarse un vector viral diferente para 

expresar el ARNg relevante para dirigir Cas9 al ácido nucleico requerido.
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El listado o discusión de un documento publicado aparentemente antes en esta 

descripción no deben tomarse necesariamente como un reconocimiento de que el 

documento es parte del estado de la técnica o es de conocimiento general común. 

Las preferencias y opciones para un aspecto, característica o parámetro dado de 

la invención, a menos que el contexto indique de cualquier otra manera, deben 

considerarse como que se describieron en combinación con todas y cada una de las 

preferencias y opciones para todos los demás aspectos, características, y parámetros 

de la invención. 

En consecuencia, y para ejemplificar cómo la descripción de un aspecto de la 

invención se relaciona con otros aspectos de la invención, y para demostrar cómo 

pueden combinarse estos aspectos, la invención, en algunas modalidades, 

proporciona: 

Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevención de una enfermedad 

asociada con las células de Schwann en donde el vector viral es un AAV y en donde el 

vector viral comprende un primer ácido nucleico que puede transcribirse en un primer 

polinucleótido, en donde la expresión del primer polinucleótido es bajo el control de un 

promotor mínimo específico de mielina (Mpz); 

Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevención de una enfermedad 

asociada con las células de Schwann en donde el vector viral es un AAV y en donde el 

vector viral comprende un primer ácido nucleico que puede transcribirse en un primer 

polinucleótido, en donde la expresión del primer polinucleótido es bajo el control de a) 

un promotor de la proteína cero de mielina (Mpz), en donde opcionalmente el promotor 

tiene una secuencia con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 

90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de homología de 

secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 4 o la SEQ ID NO. 1; o

b) un promotor mínimo específico de mielina (miniMpz), que opcionalmente 

comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 

22, en donde opcionalmente el promotor miniMPZ tiene una homología de secuencia 

con al menos 75 %, 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 

96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de homología de secuencia o identidad de 

secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22;

Una construcción polinucleotídica que comprende una primera secuencia de 

ácido nucleico que es un promotor mínimo específico de mielina (Mpz) que está 

operativamente unido a una segunda secuencia de ácido nucleico, en donde la 
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segunda secuencia de ácido nucleico es el marco de lectura abierto de una secuencia 

génica o codifica un ARN no codificante; 

Un promotor mínimo específico de mielina (Mpz) que conduce a niveles altos de 

expresión en células de Schwann y es adecuado para el uso en los vectores virales 

descritos en la presente descripción.

La invención también proporciona:

un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevención de CMT1X, en 

donde el vector comprende un promotor de Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID 

NO: 18) unido operativamente al gen GJB1, en donde el vector viral es AAV9;

uso de un vector viral en un método de fabricación de un medicamento para el 

tratamiento o la prevención de CMT1X, en donde el vector comprende un promotor de 

Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 18) unido operativamente al gen GJB1, 

donde el vector viral es AAV9; y

un método para tratar o evitar la CMT1X en donde el método comprende 

administrar un vector viral a un paciente que lo necesita, en donde el vector viral 

comprende un promotor de Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 18) unido 

operativamente al gen GJB1, y donde el vector viral es AAV9.

La invención también proporciona:

 un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevención de CMT4C, en 

donde el vector comprende el promotor mínimo de Mpz humano (de acuerdo con la 

SEQ ID NO: 22) unido operativamente al gen SH3TC2, donde el vector viral es AAV9;

uso de un vector viral en un método de fabricación de un medicamento para el 

tratamiento o la prevención de CMT4C, en donde el vector comprende un promotor de 

Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 22) unido operativamente al gen 

SH3TC2, donde el vector viral es AAV9; y

un método para tratar o evitar CMT4C en donde el método comprende 

administrar un vector viral a un paciente que lo necesita, en donde el vector viral 

comprende un promotor de Mpz humano (de acuerdo con la SEQ ID NO: 22) unido 

operativamente al gen SH3TC2, y donde el vector viral es AAV9.

Un paciente que lo necesita incluye un paciente que ha mostrado síntomas o ha 

recibido un diagnóstico de una de las enfermedades descritas en la presente 

descripción, y también incluye un paciente que se sospecha que tiene, o desarrollará, 

una de las enfermedades descritas en la presente descripción.
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DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Figura 1: Plásmidos de transferencia del vector AAV generados para la 
expresión génica dirigida a células de Schwann: vector pAAV-Mbz.GJB1 que 

contiene el marco de lectura abierto GJB1 humano que expresa Cx32 (Completo) y 

pAAV-Mpz.Egfp que expresa el gen indicador EGFP (Simulado).

Figura 2: Expresión génica dirigida a células de Schwann mediada por 
AAV9. A-D: Cuatro semanas después de la inyección intratecal lumbar (i.th.) del vector 

AAV9-Mpz-Egfp en ratones de tipo salvaje (WT) de 2 meses, la inmunotinción de 

secciones de la raíz lumbar (A-B) con anticuerpo anti EGFP (A2, B) muestra expresión 

perinuclear (asteriscos) en un subconjunto de las células de Schwann con un aumento 

bajo (izquierda) y mayor (derecha). La expresión de EGFP también se observa en la 

sección del nervio ciático a un aumento bajo sin tinción de anticuerpos (C2) y a un 

aumento mayor de las fibras del nervio ciático separadas inmunoteñidas con el 

anticuerpo anti EGFP (D2). A1, C1 y D1 muestran solo tinción nuclear con DAPI de las 

mismas áreas que se muestran en A2, C2, D2. E: Cuantificación de relaciones de las 

células de Schwann positivas a EGFP en raíces lumbares y nervios ciáticos. F: Los 

números de copias de vectores (VCN) en las raíces lumbares, las secciones 

proximales y distales de los nervios ciáticos demuestran un gradiente de 

biodistribución del vector hacia los nervios periféricos después de la inyección 

intratecal. G: El análisis de inmunotransferencia de lisados de raíz lumbar (LR), nervios 

femorales (FN) y nervios ciáticos (SN) de diferentes ratones (1-4) muestra la banda 

específica de EGFP específica en la mayor parte del tejido de los ratones inyectados 

correspondiente al control positivo (+) de una muestra transgénica, mientras que está 

ausente en el control negativo (-) (Kagiava y otros, no publicado). 

Figura 3: Expresión del vector AAV9-Mpz.GJB1 suministrado 
intratecalmente en ratones Cx32KO y R75W KO de 2 meses. A. Números de copias 

de vectores (VCN) en tejidos relevantes. La inmunotinción de las fibras separadas del 

ciático WT (B) y Cx32 KO (C) demuestra la localización específica de Cx32 en las 

áreas de mielina paranodal en la fibra WT (flechas) que está ausente en Cx32 KO. La 

inyección de AAV9-Mpz.GJB1 i.th. da como resultado la expresión paranodal de Cx32 

no solo en las fibras ciáticas de Cx32 KO (D), sino también en las fibras de R75W KO 

(E), a pesar de la presencia del mutante R75W en las áreas perinucleares (asterisco y 

puntas de flecha abiertas). F: Análisis de transferencia Western de la expresión de 

Cx32 en muestras de raíz lumbar y nervio ciático (TG+: transgénico positivo; KO: 

controles negativos de Cx32 KO no tratados) (Kagiava y otros, no publicado). 
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Figura 4: Análisis del comportamiento de ratones Cx32 KO inyectados 
terapéuticamente con AAV9-Mpz.GJB1 (completo) a los 6 meses de edad en 
comparación con crías de la misma camada tratadas con AAV9-Mpz.Egfp 
(simulado). Los resultados de las pruebas de rendimiento motor con varilla giratoria 

(izquierda) y agarre del pie (derecha) en ratones tratados con AAV9-Mpz.GJB1 (GJB1) 

en comparación con ratones Cx32 KO tratados de forma simulada, como se indica. El 

análisis del curso temporal de cada grupo mostró una mejora en el rendimiento motor 

de los ratones Cx32 KO completamente tratados en el análisis de la varilla giratoria y 

del agarre del pie 2 meses después de la inyección (8 meses de edad) y después, el 

rendimiento motor se mantuvo estable hasta los 10 meses de edad. Por el contrario, 

los ratones tratados de forma simulada no mejoraron con el tiempo como lo indican 

ambas pruebas de comportamiento. 

Figura 5: Resultados de los estudios de conducción motora del nervio 
ciático. Las velocidades de conducción nerviosa motora (MNCV) mejoraron en los 

ratones Cx32 KO completamente tratados de 10 meses de edad en comparación con 

las crías de la misma camada inyectadas con vector simulado que se aproximan a los 

valores de WT. 

Figura 6: Análisis morfológico de las raíces espinales anteriores de ratones 
Cx32 KO después del suministro terapéutico intratecal de AAV9-Mpz.GJB1 en 
comparación con el vector de ratones tratados de forma simulada. Imágenes 

representativas de secciones semifinas de raíces espinales lumbares anteriores 

unidas a la médula espinal con un aumento bajo (A-B) y mayor (C-D), así como 

también resultados de análisis morfométricos (E-F) de ratones tratados con vector 

simulado o completo (GJB1) como se indica, a los 10 meses de edad (4 meses 

después del tratamiento). Las raíces de ratones inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (B, 

D) muestran una mielinización mejorada en comparación con las raíces de una cría de 

la misma camada tratada de forma simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas 

(*) y remielinizadas (r). La cuantificación de las relaciones de fibras mielinizadas de 

manera anormal en múltiples raíces confirma una mejora significativa en el número de 

fibras mielinizadas de manera anormal (E), así como también una reducción 

significativa en el número de macrófagos espumosos (F) en los tratados 

completamente en comparación con las crías de la misma camada tratadas con un 

vector simulado. 

Figura 7: Análisis morfológico de los nervios ciáticos de ratones Cx32 KO 
después del suministro terapéutico intratecal del vector AAV9-Mpz.GJB1. 
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Imágenes representativas de secciones semifinas de los nervios ciáticos con aumento 

bajo (A-B) y mayor (C-D), así como también los resultados del análisis morfométrico 

(E-F) de ratones tratados con vector simulado o completo (GJB1) como se indica, a los 

10 meses de edad (4 meses) después del tratamiento). Los nervios de ratones 

inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (B, D) muestran una mielinización mejorada en 

comparación con los nervios de una cría de la misma camada tratada de forma 

simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). La 

cuantificación de las relaciones de fibras mielinizadas de manera anormal en múltiples 

nervios confirma una mejora significativa en el número de fibras mielinizadas de 

manera anormal (E), así como también una reducción significativa en el número de 

macrófagos espumosos (F) en los tratados completamente en comparación con las 

crías de la misma camada tratadas con un vector simulado. 

Figura 8: Análisis morfológico de los nervios femorales de ratones Cx32 
KO después del suministro terapéutico intratecal del vector AAV9-Mpz.GJB1. 
Imágenes representativas de secciones semifinas de los nervios femorales con un 

aumento bajo (A-B) y mayor (C-D), así como también los resultados del análisis 

morfométrico (E-F) de ratones tratados con vector simulado o completo (GJB1) como 

se indica, a los 10 meses de edad (4 meses) después del tratamiento). Los nervios de 

ratones inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (B, D) muestran una mielinización mejorada 

en comparación con los nervios de una cría de la misma camada tratada de forma 

simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). La 

cuantificación de las relaciones de fibras mielinizadas de manera anormal en múltiples 

nervios confirma una mejora significativa en el número de fibras mielinizadas de 

manera anormal (E), así como también una reducción significativa en el número de 

macrófagos espumosos (F) en los tratados completamente en comparación con las 

crías de la misma camada tratadas con un vector simulado. 

Figura 9: La construcción miniMpz-Egfp clonada en el plásmido de transferencia 

de AAV después de la amplificación por PCR de una secuencia de 410 pb del 

promotor de Mpz de rata de longitud completa de 1127 pb. 
Figura 10: Inmunotinción de secciones longitudinales de la raíz lumbar y el 

nervio ciático 4 semanas después de la inyección intratecal lumbar del vector AAV9-

miniMpz-Egfp en ratones WT de 2 meses con anticuerpo anti EGFP muestra expresión 

perinuclear en un subconjunto de las células de Schwann (A, C). B y C son controles 

negativos que muestran solo la tinción nuclear con DAPI. E: Porcentaje de las células 

de Schwann positivas a EGFP (n = 5-6 ratones). F: Los números de copias de 
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vectores en las raíces lumbares y los nervios ciáticos demuestra una biodistribución 

del vector después de la inyección intratecal (n = 6 ratones).

Figura 11: Expresión mínima del SNC del vector AAV9-miniMpz-Egfp. 

Inmunotinción de secciones longitudinales de la médula espinal lumbar 4 semanas 

después de la inyección intratecal lumbar del vector AAV9-miniMpz-Egfp en ratones 

WT de 2 meses con anticuerpo anti EGFP en combinación con marcadores celulares 

NeuN (A, neuronas marcadas), GFAP (B, astrocitos marcados), CC-1 (C-D, 

oligodendrocitos marcados) muestra que solo unas pocas células de cada tipo celular 

expresan EGFP (los ejemplos se indican con flechas) mientras que la mayoría son 

negativos a EGFP (los ejemplos se indican con puntas de flecha abiertas). E. La 

cuantificación en n = 3-5 ratones por tinción de marcador celular muestra tasas de 

expresión bajas en los tres tipos de células del SNC de aproximadamente 2-3 %. 
Figura 12: Prueba de comportamiento motor en grupos de ratones Cx32 KO 

(modelo de CMT1X) a la edad de 2 meses tratados preventivamente con el vector 
terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-Mpz-Egfp). 
La prueba de fuerza de agarre del pie se llevó a cabo antes del tratamiento (2 meses 

de edad) y a los 4 (Figura 12A) y 6 (Figura 12B) meses de edad. Existe una mejora 

funcional significativa en los grupos tratados a los 4 y 6 meses. La Figura 12C muestra 

una mejora significativa a lo largo del tiempo después del tratamiento, mientras que los 

ratones tratados de forma simulada no mostraron ninguna mejora. 

Figura 13: Estudios electrofisiológicos de ratones Cx32 KO de 6 meses de 
edad tratados preventivamente (completos) y tratados de forma simulada. Los 

estudios de conducción del nervio ciático motor se llevaron a cabo a los 6 meses de 

edad y mostraron una mejora significativa de las velocidades de conducción del nervio 

ciático después del tratamiento de terapia génica a la edad de 2 meses, en 

comparación con el tratamiento simulado. 

Figura 14: Análisis morfológico de las raíces lumbares anteriores (motoras) 
de ratones Cx32 KO de 6 meses de edad después del tratamiento preventivo con 
el vector terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-
Mpz-Egfp) a los 2 meses de edad. Imágenes representativas de secciones semifinas 

de raíces lumbares anteriores (motoras). Los ratones tratados con AAV9-Mpz-GJB1 

(B, D) muestran una mielinización mejorada en comparación con los ratones tratados 

de forma simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). 

Según lo confirmado por el análisis cuantitativo (E, F), se encontraron menos fibras 
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desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) (E) y menos macrófagos espumosos (F) en los 

ratones tratados en comparación con los tratados de forma simulada.

Figura 15: Análisis morfológico de los nervios ciáticos medios de ratones 
Cx32 KO de 6 meses de edad después del tratamiento preventivo con el vector 
terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-Mpz-Egfp) a 
los 2 meses de edad. Imágenes representativas de secciones semifinas de los 

nervios ciáticos medios. Los ratones tratados con AAV9-Mpz-GJB1 (B, D) muestran 

una mielinización mejorada en comparación con los ratones tratados de forma 

simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). Según lo 

confirmado por el análisis cuantitativo (E, F), se encontraron menos fibras 

desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) (E) y menos macrófagos espumosos (F) en los 

ratones tratados en comparación con los tratados de forma simulada.

Figura 16: Análisis morfológico de los nervios motores femorales de 
ratones Cx32 KO de 6 meses de edad después del tratamiento preventivo con el 
vector terapéutico completo (AAV9-Mpz-GJB1) o el vector simulado (AAV9-Mpz-
Egfp) a los 2 meses de edad. Imágenes representativas de secciones semifinas de 

nervios motores femorales. Los ratones tratados con AAV9-Mpz-GJB1 (B, D) muestran 

una mielinización mejorada en comparación con los ratones tratados de forma 

simulada (A, C) con menos fibras desmielinizadas (*) y remielinizadas (r). Según lo 

confirmado por el análisis cuantitativo (E, F), se encontraron menos fibras 

desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) (E) y menos macrófagos espumosos (F) en los 

ratones tratados en comparación con los tratados de forma simulada.

Figura 17: Análisis de expresión de SH3TC2 en el sistema nervioso 
periférico de ratones Sh3tc2 -/- después del suministro intratecal del vector 
terapéutico AAV9-mini-Mpz-SH3TC2.myc novedoso. Expresión de la proteína 

SH3TC2 humana normal (rojo) principalmente en el citoplasma perinuclear de las 

células de Schwann mielinizantes en las raíces lumbares (A) y los nervios ciáticos 

(sección en D y fibras separadas en F) 4 semanas después de la inyección intratecal 

del vector AAV9-miniMpz-SH3TC2myc en ratones Sh3tc2 -/-. Los tejidos de ratones 

sin inyectar se muestran en A, C, E como control negativo. Los núcleos celulares se 

tiñen de azul. La cuantificación de las tasas de expresión (% de células positivas para 

SH3TC2) en raíces lumbares y nervios ciáticos en n = 5 ratones se muestra en la 

Figura 17G.

SECUENCIAS 
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SEQ ID NO. 1: Construcción AAV-Mpz.Egfp 
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgccc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgggccccccctcgaggtcgacggtatcgata

agcttcctgttcagactcgtttcctgctgtaccctttcaatggccccacatcaaatcaaacacagatggcacatatctactcta

aatatatgcagagcttcacaaacgtcatacacgtacgtgtgtcacacacgcacacacacacccttccacctctgcccttac

ctttgctgtcccatctagacattatccctcccatccccttatttcccttatcaaaatggctgctccttcaaggttccaaataacact

gcttcctggacctgactcctctttcctctgaacttcctgtgttaagtgtattcctagtgcactgtgccttggtagttgttgagattgc

cctctgcttctcccttctgcctcctcatctagtgatcttgagcttgtagaaagaactgaattaccattctaatacgagcattctcg

aactctccaaatagccaccaagcaggacaataggcagtcttgatcatttaaactgctgcatggcaaaaggaatcgaag

gatttcttaacagaagtgggggggggggagatctgggcttcttcctggaagtttcctgatagagaaaatcttctgcctgggt

agaatctcccaggatgcagggagatggaaaaagtgttccccaaggactttgtagtctacaggttgtggagccatcggaa

caacgagacaccctaatttgggagtgctctgaaagaaacttgcctctaggccctagggctctcaggcaaggaggctaag

aaggaatcctttgctgtagccttttggatttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtcccttttctgtccct

ctgcctcaccccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggt

atgtgtccccccacccccctacccagagtatacaatgccccttctgctccatgcccctgccaccctcccaccacctctcaat

tgcacatgccaggctgcaattggtcactggctcaggacagccccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggttc

cagaaaacaccactcagttccttgtcccccgctctctccaccccacagacgctctgccaagcttgatatcgaattgatcca

ccggtcgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcga

cgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttca

tctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccg

ctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttc

ttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagc

tgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgt

ctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagc

gtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacct

gagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccg

ccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttatcgataatcaacctctggatt

acaaaatttgtgaaagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcat

gctattgcttcccgtatggctttcattttctcctccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcagg

caacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccg

ggactttcgctttccccctccctattgccacggcggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggct

gttgggcactgacaattccgtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctttccttggctgctcgcctgtgttgccacctggattctg

cgcgggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggc

ctcttccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgtcgactcgct
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gatcagcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgcca

ctcccactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtgg

ggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgag

gcggaaagaaccagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaacta
caaggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgacc
aaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgca

aaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcataa

ataaaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagtta

ggggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccaca

cctggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgac

acacattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctc

gctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccac

agaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggcc

gcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaa

acccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgctta

ccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggt

cgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgag

tccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggc

ggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagc

cagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaag

cagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacga

aaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaa

atcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtct

atttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctg

caatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcg

cagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagtta

atagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcc

caacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcaga

agtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttc

tgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacg

ggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaagg

atcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttc

tgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcat

actcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaa

caaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctat
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aaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctccc

ggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcg

ggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgact

cctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggag

atggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagt

ggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccgg

ccacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacg

gcgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgct

tcagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatc

atacacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor de Mpz

Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 2: Construcción AAV-Mpz.GJB1
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgccc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtacccctcgaagcttcctgttcagactcgtttcctgct

gtaccctttcaatggccccacatcaaatcaaacacagatggcacatatctactctaaatatatgcagagcttcacaaacgt

catacacgtacgtgtgtcacacacgcacacacacacccttccacctctgcccttacctttgctgtcccatctagacattatcc

ctcccatccccttatttcccttatcaaaatggctgctccttcaaggttccaaataacactgcttcctggacctgactcctctttcct

ctgaacttcctgtgttaagtgtattcctagtgcactgtgccttggtagttgttgagattgccctctgcttctcccttctgcctcctcat

ctagtgatcttgagcttgtagaaagaactgaattaccattctaatacgagcattctcgaactctccaaatagccaccaagca

ggacaataggcagtcttgatcatttaaactgctgcatggcaaaaggaatcgaaggatttcttaacagaagtgggggggg

gggagatctgggcttcttcctggaagtttcctgatagagaaaatcttctgcctgggtagaatctcccaggatgcagggagat

ggaaaaagtgttccccaaggactttgtagtctacaggttgtggagccatcggaacaacgagacaccctaatttgggagtg

ctctgaaagaaacttgcctctaggccctagggctctcaggcaaggaggctaagaaggaatcctttgctgtagccttttgga

tttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtcccttttctgtccctctgcctcaccccaccccaacattcca

acctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtccccccacccccctacccag

agtatacaatgccccttctgctccatgcccctgccaccctcccaccacctctcaattgcacatgccaggctgcaattggtca

ctggctcaggacagccccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggttccagaaaacaccactcagttccttgtcc

cccgctctctccaccccacagacgctctgccaagcttcgagaatgaggcaggatgaactggacaggtttgtacaccttgc

tcagtggcgtgaaccggcattctactgccattggccgagtatggctctcggtcatcttcatcttcagaatcatggtgctggtgg
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tggctgcagagagtgtgtggggtgatgagaaatcttccttcatctgcaacacactccagcctggctgcaacagcgtttgcta

tgaccaattcttccccatctcccatgtgcggctgtggtccctgcagctcatcctagtttccaccccagctctcctcgtggccat

gcacgtggctcaccagcaacacatagagaagaaaatgctacggcttgagggccatggggaccccctacacctggag

gaggtgaagaggcacaaggtccacatctcagggacactgtggtggacctatgtcatcagcgtggtgttccggctgttgttt

gaggccgtcttcatgtatgtcttttatctgctctaccctggctatgccatggtgcggctggtcaagtgcgacgtctacccctgcc

ccaacacagtggactgcttcgtgtcccgccccaccgagaaaaccgtcttcaccgtcttcatgctagctgcctctggcatctg

catcatcctcaatgtggccgaggtggtgtacctcatcatccgggcctgtgcccgccgagcccagcgccgctccaatccac

cttcccgcaagggctcgggcttcggccaccgcctctcacctgaatacaagcagaatgagatcaacaagctgctgagtga

gcaggatggctccctgaaagacatactgcgccgcagccctggcaccggggctgggctggctgaaaagagcgaccgc

tgctcggcctgctgaggatccctcgaggtcgacggtatcgataagcttatcgataatcaacctctggattacaaaatttgtg

aaagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcc

cgtatggctttcattttctcctccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaacgtggcg

tggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggactttcgcttt

ccccctccctattgccacggcggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgggcactg

acaattccgtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctttccttggctgctcgcctgtgttgccacctggattctgcgcgggacgt

ccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctcttccgcgt

cttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgtcgactcgctgatcagcctc

gactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgccactcccactgtc

ctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggaca

gcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaaga

accagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacc
cctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgc
ccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaagcctagg

cctccaaaaaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcataaataaaaaaa

attagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttaggggcggga

ctatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacctggttgctga

ctaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgacacacattccaca

gctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactc

gctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggg

gataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggc

gtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacagg

actataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgt

ccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaa

gctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggt

aagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacag



49

agttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttc

ggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagatta

cgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgt

taagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaa

gtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatc

catagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgatacc

gcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggt

cctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgc

aacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatca

aggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttgg

ccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggt

gagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataatacc

gcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctg

ttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagca

aaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttc

aatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaatagggg

ttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggc

gtatcacgaggccctttcgtctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtc

acagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcgggg

ctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattag

gaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgccc

aacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagcc

cgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgc

gtccggcgtagaggatctggctagcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacggcgttaccag

aaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttcagtaagcc

agatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatac

gatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor de Mpz

Subrayado = Cx32

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 3: Construcción AAV-miniMpz.Egfp 
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tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgccc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgctctcaggcaaggaggctaagaaggaatc

ctttgctgtagccttttggatttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtcccttttctgtccctctgcctcac

cccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtccc

cccacccccctacccagagtatacaatgccccttctgctccatgcccctgccaccctcccaccacctctcaattgcacatg

ccaggctgcaattggtcactggctcaggacagccccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggttccagaaaa

caccactcagttccttgtcccccgctctctccaccccacagacgctctgccaaccggtcgccaccatggtgagcaagggc

gaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtcc

ggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgcc

ctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacga

cttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacc

cgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacg

gcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaa

cggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcag

aacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgccctgagcaaag

accccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagc

tgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttatcgataatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattgactggtattc

ttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcccgtatggctttcattttctcc

tccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgct

gacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggactttcgctttccccctccctattgccac

ggcggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattccgtggtgttgtc

ggggaaatcatcgtcctttccttggctgctcgcctgtgttgccacctggattctgcgcgggacgtccttctgctacgtcccttcg

gccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctcttccgcgtcttcgccttcgccctcaga

cgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgtcgactcgctgatcagcctcgactgtgccttctagttgcc

agccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgccactcccactgtcctttcctaataaaatgagg

aaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgg

gaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaagaaccagctggggctcgact

agagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacccctagtgatggagttgg
ccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgcccgacgcccgggctttg
cccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcctcctc

actacttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcataaataaaaaaaattagtcagccatggggcg

gagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttaggggcgggactatggttgctgactaattg

agatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacctggttgctgactaattgagatgcatgcttt

gcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgacacacattccacagctgcattaatgaatcgg
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ccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcgg

ctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaa

catgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgccc

ccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcg

tttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaa

gcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaa

ccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgcca

ctggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggccta

actacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagct

cttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaagga

tctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgag

attatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttgg

tctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgt

cgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccg

gctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctcca

tccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacag

gcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatccccc

atgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggtt

atggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattct

gagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaacttta

aaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaac

ccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatg

ccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcag

ggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaa

aagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtct

cgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatg

ccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcag

agcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttg

aggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggccacgggg

cctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcg

gcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatctggct

agcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacggcgttaccagaaactcagaaggttcgtccaa

ccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttcagtaagccagatgctacacaattaggcttg

tacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatacgatttaggtgacactatagaata

cacggaattaattc
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Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor mini-Mpz

Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 4: Promotor de Mpz
cctgttcagactcgtttcctgctgtaccctttcaatggccccacatcaaatcaaacacagatggcacatatctactctaaatat

atgcagagcttcacaaacgtcatacacgtacgtgtgtcacacacgcacacacacacccttccacctctgcccttacctttg

ctgtcccatctagacattatccctcccatccccttatttcccttatcaaaatggctgctccttcaaggttccaaataacactgctt

cctggacctgactcctctttcctctgaacttcctgtgttaagtgtattcctagtgcactgtgccttggtagttgttgagattgccctc

tgcttctcccttctgcctcctcatctagtgatcttgagcttgtagaaagaactgaattaccattctaatacgagcattctcgaact

ctccaaatagccaccaagcaggacaataggcagtcttgatcatttaaactgctgcatggcaaaaggaatcgaaggattt

cttaacagaagtgggggggggggagatctgggcttcttcctggaagtttcctgatagagaaaatcttctgcctgggtagaa

tctcccaggatgcagggagatggaaaaagtgttccccaaggactttgtagtctacaggttgtggagccatcggaacaac

gagacaccctaatttgggagtgctctgaaagaaacttgcctctaggccctagggctctcaggcaaggaggctaagaag

gaatcctttgctgtagccttttggatttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtcccttttctgtccctctgc

ctcaccccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgt

gtccccccacccccctacccagagtatacaatgccccttctgctccatgcccctgccaccctcccaccacctctcaattgc

acatgccaggctgcaattggtcactggctcaggacagccccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggttccag

aaaacaccactcagttccttgtcccccgctctctccaccccacagacgctctgcc

SEQ ID NO. 5: promotor MiniMpz 
gctctcaggcaaggaggctaagaaggaatcctttgctgtagccttttggatttaggtttctcagcttatctatccctcagagaa

gtgtgtctatgtcccttttctgtccctctgcctcaccccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacaca

aagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtccccccacccccctacccagagtatacaatgccccttctgctccatgcccctg

ccaccctcccaccacctctcaattgcacatgccaggctgcaattggtcactggctcaggacagccccctcatgctgggga

tccaggggattttaagcaggttccagaaaacaccactcagttccttgtcccccgctctctccaccccacagacgctctgcc

SEQ ID NO. 6: Conexina-32 (Cx32): GenBank: AY408135.1 
atgaactggacaggtttgtacaccttgctcagtggcgtgaaccggcattctactgccattggccgagtatggctctcggtcat

cttcatcttcagaatcatggtgctggtggtggctgcagagagtgtgtggggtgatgagaaatcttccttcatctgcaacacac

tccagcctggctgcaacagcgtttgctatgaccaattcttccccatctcccatgtgcggctgtggtccctgcagctcatcctag

tttccaccccagctctcctcgtggccatgcacgtggctcaccagcaacacatagagaagaaaatgctacggcttgaggg

ccatggggaccccctacacctggaggaggtgaagaggcacaaggtccacatctcagggacactgtggtggacctatgt

catcagcgtggtgttccggctgttgtttgaggccgtcttcatgtatgtcttttatctgctctaccctggctatgccatggtgcggct
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ggtcaagtgcgacgtctacccctgccccaacacagtggactgcttcgtgtcccgccccaccgagaaaaccgtcttcacc

gtcttcatgctagctgcctctggcatctgcatcatcctcaatgtggccgaggtggtgtacctcatcatccgggcctgtgcccg

ccgagcccagcgccgctccaatccaccttcccgcaagggctcgggcttcggccaccgcctctcacctgaatacaagca

gaatgagatcaacaagctgctgagtgagcaggatggctccctgaaagacatactgcgccgcagccctggcaccgggg

ctgggctggctgaaaagagcgaccgctgctcggcctgctga

SEQ ID NO. 7: Dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptídicas 2 (SH3TC2): 
GenBank: BC114486.1

atgggtggctgcttctgcatccccagggagcggagtctgacccggggcccaggtaaagaaactccttccaagg

atccaactgtatcgagtgagtgtatagcctcatctgaatacaaggaaaaatgttttctgccacagaacattaatccagacct

gacactctccttctgtgtaaagagccgctccaggaggtgtgtaaatggacccctacaggaagctgctcggaggcggctct

gggcactggagaatgaggaccaggaggtgcgcatgctgtttaaggacctctcagcaaggttggtcagtatccagtctca

gagggcccagtttctcatcaccttcaagaccatggaggaaatctggaagttctccacctaccttaatttagaacatctcctct

ttgaccacaagtactggctcaactgcatattggtggaggatacagagatccaagtgtctgtagatgataaacacctggaa

acaatatacctgggactcctgatacaggaaggccacttcttctgcagagccctgtgctccgtgactccaccagccgagaa

ggaaggggaatgcttgacactttgcaagaatgagttaatctcagtgaagatggcagaagctggctccgagttggaaggc

gtgtctttggtgacaggtcagcggggcctggtactggtgtcagccttggagcctctgcctctccctttccaccagtggttccta

aagaattatccaggaagctgtggcctttccaggaagagggattggacaggctcctatcagattggcagaggacgctgta

aggccttgacgggttatgagccaggagaaaaggatgaactgaatttctaccagggagaaagcattgagatcatcggctt

tgtcatacctgggcttcagtggttcattggaaagtcgacaagttcaggacaagtgggctttgtccccaccaggaacataga

tcctgattcttattccccaatgagcaggaactctgcctttctcagtgatgaggagagatgctccctgttggccctgggaagtg

ataagcagactgagtgttccagcttcctccacactcttgctcgcactgacatcacatctgtctaccggctcagtgggtttgaat

ccatccagaatcctccaaatgatctgagtgcatcccagcctgaaggcttcaaggaggtcaggcctggcagagcctggg

aggagcatcaggccgtggggtccagacagtccagcagctctgaggactccagcctggaggaggagctcctctcggcc

acctcagacagctatcgcctgccggagcctgatgaccttgatgacccggaactgctcatggacctaagcactggtcagg

aggaggaggctgagaacttcgcccccatattggcttttctggatcatgagggttatgctgaccactttaagagtctctatgac

ttctccttctctttcctcacttcttccttttatagcttctctgaggaggatgagtttgtggcctacctggaggcatcaagaaagtgg

gccaagaagagccacatgacctgggcccatgcccggctctgcttcctcctgggccggctgagcatcaggaaggtcaaa

ctctctcaggccagggtgtacttcgaggaggccatccacattctcaatggagcatttgaggacctatccttggtggccactc

tgtacatcaatttggctgccatctacctgaaacagaggctgagacataaaggctccgccctgttggaaaaggcaggtgcc

ctgctggcctgcctgcctgaccgtgagtctagtgccaagcatgaactcgacgtggtggcctacgtgctgcgccaggggat

tgtggtgggcagcagcccgctggaggccagggcctgctttctggccatccgcttgctcctgagcctaggccggcacgag

gaggtcctgccctttgccgagcgcctgcagctcctctctggacaccctcctgcctctgaggctgtggccagtgttttgagtttt

ctgtatgacaagaaatatcttccacaccttgcagtggcctctgtccagcaacatggtatccagagtgcccaagggatgtct

cttcctatttggcaggtccaccttgtcctccagaacacaaccaagctccttggctttccttccccaggctggggtgaagtttct
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gccttggcctgcccaatgctcagacaggccctggctgcctgtgaggaactagcagaccggagcacccagagggccct

gtgtctcatcctttccaaagtgtacctcgagcacaggtctcctgacggtgccatccactacctgagccaggccttggtgcta

gggcagctgctgggtgagcaggaatcctttgagtcttctctctgcctggcatgggcctatctcttagccagccaggccaag

aaggctttggatgtgcttgagccactgctatgctccctgaaggagacagagagtctcactcaaaggggagtcatctataa

cctcctgggacttgcactccaaggtgaaggccgggtgaacagggcagccaagagctatcttcgggccttgaacagagc

ccaggaggtgggagatgtgcataaccaggcagtggctatggccaatcttggccacctgagccttaagtcctgggctcag

catccagccagaaactatctcctgcaggctgtacgactctattgtgaacttcaggccagtaaggagacagacatggaatt

agtacaggtgtttctctggttggcccaagttctggtgtctggacaccagctgacccatggccttctttgttatgaaatggcattg

ctgtttggcttaaggcatcgacatctaaagagtcagcttcaggccaccaaatccctctgccatttctacagctctgtgtcccc

aaaccctgaggcatgcatcacctaccatgagcactggctggccctggctcagcaactcagggaccgggagatggaag

ggaggctgctggagtccctggggcagctttatcggaacctaaataccgccaggtccctcaggaggtcactcacatgcat

caaggagagcctgcgtatcttcattgacctgggggagacagacaaggctgctgaggcctggcttggggcggggcgact

ccactacctcatgcaggaagacgagctggtggagctgtgcctgcaggcagccatccagacagccctgaagtcagagg

agcctttgctggctctcaaactttatgaagaagcaggtgatgtgttcttcaatgggacccgccacaggcatcatgcagtgg

agtactaccgagctggagctgttcctttagcaaggaggttgaaggcggtgagaactgagctccggattttcaataagctga

cagagctgcagattagcctcgaaggctatgagaaggctttggaatttgccaccctggccgccaggctcagcacagtcac

aggagatcagaggcaagagctggtggcctttcaccgcctggctacagtgtactactccctgcacatgtatgagatggctg

aggactgctacctgaagaccctgtccctctgtccaccctggctgcagagtcccaaggaggccctgtactatgccaaggtg

tattatcgcctgggcagactcaccttctgccagctgaaggatgcccatgatgccactgagtacttccttctggccctggcag

cagcggtcctgctgggtgatgaggagcttcaggacaccattaggagcaggctggacaacatctgccagagccccctgt

ggcacagcaggccctccgggtgctcctcagagagggcgcggtggctgagtggtggtggcctggccctctga

SEQ ID NO. 8: Proteína 22 de mielina periférica (PMP22): Secuencia de 
referencia NCBI: NM_000304.4
agttacagggagcaccaccagggaacatctcggggagcctggttggaagctgcaggcttagtctgtcggctgcgggtct

ctgactgccctgtggggagggtcttgccttaacatcccttgcatttggctgcaaagaaatctgcttggaagaaggggttacg

ctgtttggccgggcagaaactccgctgagcagaacttgccgccagaatgctcctcctgttgctgagtatcatcgtcctccac

gtcgcggtgctggtgctgctgttcgtctccacgatcgtcagccaatggatcgtgggcaatggacacgcaactgatctctgg

cagaactgtagcacctcttcctcaggaaatgtccaccactgtttctcatcatcaccaaacgaatggctgcagtctgtccagg

ccaccatgatcctgtcgatcatcttcagcattctgtctctgttcctgttcttctgccaactcttcaccctcaccaaggggggcag

gttttacatcactggaatcttccaaattcttgctggtctgtgcgtgatgagtgctgcggccatctacacggtgaggcacccgg

agtggcatctcaactcggattactcctacggtttcgcctacatcctggcctgggtggccttccccctggcccttctcagcggtg

tcatctatgtgatcttgcggaaacgcgaatgaggcgcccagacggtctgtctgaggctctgagcgtacatagggaaggg

aggaagggaaaacagaaagcagacaaagaaaaaagagctagcccaaaatcccaaactcaaaccaaaccaaac

agaaagcagtggaggtgggggttgctgttgattgaagatgtatataatatctccggtttataaaacctatttataacacttttta
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catatatgtacatagtattgtttgctttttatgttgaccatcagcctcgtgttgagccttaaagaagtagctaaggaactttacatc

ctaacagtataatccagctcagtatttttgttttgttttttgtttgtttgttttgttttacccagaaataagataactccatctcgcccctt

ccctttcatctgaaagaagatacctccctcccagtccacctcatttagaaaaccaaagtgtgggtagaaaccccaaatgtc

caaaagcccttttctggtgggtgacccagtgcatccaacagaaacagccgctgcccgaacctctgtgtgaagctttacgc

gcacacggacaaaatgcccaaactggagcccttgcaaaaacacggcttgtggcattggcatacttgcccttacaggtgg

agtatcttcgtcacacatctaaatgagaaatcagtgacaacaagtctttgaaatggtgctatggatttaccattccttattatca

ctaatcatctaaacaactcactggaaatccaattaacaattttacaacataagatagaatggagacctgaataattctgtgt

aatataaatggtttataactgcttttgtacctagctaggctgctattattactataatgagtaaatcataaagccttcatcactcc

cacatttttcttacggtcggagcatcagaacaagcgtctagactccttgggaccgtgagttcctagagcttggctgggtctag

gctgttctgtgcctccaaggactgtctggcaatgacttgtattggccaccaactgtagatgtatatatggtgcccttctgatgct

aagactccagaccttttgtttttgctttgcattttctgattttataccaactgtgtggactaagatgcattaaaataaacatcagag

taactca

SEQ ID NO. 9: Proteína cero de mielina (MPZ): GenBank: AK313555.1
agttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgctccgggcccctgcccctgccccagctatggctcctggggctccct

catccagccccagccctatcctggctgtgctgctcttctcttctttggtgctgtccccggcccaggccatcgtggtttacaccg

acagggaggtccatggtgctgtgggctcccgggtgaccctgcactgctccttctggtccagtgagtgggtctcagatgaca

tctccttcacctggcgctaccagcccgaagggggcagagatgccatttcgatcttccactatgccaagggacaaccctac

attgacgaggtggggaccttcaaagagcgcatccagtgggtaggggaccctcgctggaaggatggctccattgtcatac

acaacctagactacagtgacaatggcacgttcacttgtgacgtcaaaaaccctccagacatagtgggcaagacctctca

ggtcacgctgtatgtctttgaaaaagtgccaactaggtacggggtcgttctgggagctgtgatcgggggtgtcctcggggtg

gtgctgttgctgctgctgcttttctacgtggttcggtactgctggctacgcaggcaggcggccctgcagaggaggctcagtg

ctatggagaaggggaaattgcacaagccaggaaaggacgcgtcgaagcgcgggcggcagacgccagtgctgtatg

caatgctggaccacagcagaagcaccaaagctgtcagtgagaagaaggccaaggggctgggggagtctcgcaagg

ataagaaatag

SEQ ID NO. 10: Respuesta de crecimiento temprano 2 (EGR2): Secuencia 
de referencia de NCBI: NM_000399.5
aactgagcgaggagcaattgattaatagctcggcgaggggactcactgactgttataataacactacaccagcaactcc

tggcttcccagcagccggaacacagacaggagagagtcagtggcaaatagacatttttcttatttcttaaaaaacagcaa

cttgtttgctacttttatttctgttgatttttttttcttggtgtgtgtggtggttgtttttaagtgtggagggcaaaaggagataccatccc

aggctcagtccaacccctctccaaaacggcttttctgacactccaggtagcgagggagttgggtctccaggttgtgcgag

gagcaaatgatgaccgccaaggccgtagacaaaatcccagtaactctcagtggttttgtgcaccagctgtctgacaacat

ctacccggtggaggacctcgccgccacgtcggtgaccatctttcccaatgccgaactgggaggcccctttgaccagatg

aacggagtggccggagatggcatgatcaacattgacatgactggagagaagaggtcgttggatctcccatatcccagc
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agctttgctcccgtctctgcacctagaaaccagaccttcacttacatgggcaagttctccattgaccctcagtaccctggtgc

cagctgctacccagaaggcataatcaatattgtgagtgcaggcatcttgcaaggggtcacttccccagcttcaaccacag

cctcatccagcgtcacctctgcctcccccaacccactggccacaggacccctgggtgtgtgcaccatgtcccagaccca

gcctgacctggaccacctgtactctccgccaccgcctcctcctccttattctggctgtgcaggagacctctaccaggaccctt

ctgcgttcctgtcagcagccaccacctccacctcttcctctctggcctacccaccacctccttcctatccatcccccaagcca

gccacggacccaggtctcttcccaatgatcccagactatcctggattctttccatctcagtgccagagagacctacatggta

cagctggcccagaccgtaagccctttccctgcccactggacaccctgcgggtgccccctccactcactccactctctaca

atccgtaactttaccctggggggccccagtgctggggtgaccggaccaggggccagtggaggcagcgagggacccc

ggctgcctggtagcagctcagcagcagcagcagccgccgccgccgccgcctataacccacaccacctgccactgcg

gcccattctgaggcctcgcaagtaccccaacagacccagcaagacgccggtgcacgagaggccctacccgtgccca

gcagaaggctgcgaccggcggttctcccgctctgacgagctgacacggcacatccgaatccacactgggcataagcc

cttccagtgtcggatctgcatgcgcaacttcagccgcagtgaccacctcaccacccatatccgcacccacaccggtgag

aagcccttcgcctgtgactactgtggccgaaagtttgcccggagtgatgagaggaagcgccacaccaagatccacctg

agacagaaagagcggaaaagcagtgccccctctgcatcggtgccagccccctctacagcctcctgctctgggggcgtg

cagcctgggggtaccctgtgcagcagtaacagcagcagtcttggcggagggccgctcgccccttgctcctctcggaccc

ggacaccttgagatgagactcaggctgatacaccagctcccaaaggtcccggaggccctttgtccactggagctgcaca

acaaacactaccaccctttcctgtccctctctccctttgttgggcaaagggctttggtggagctagcactgccccctttccacc

tagaagcaggttcttcctaaaacttagcccattctagtctctcttaggtgagttgactatcaacccaaggcaaaggggagg

ctcagaaggaggtggtgtggggacccctggccaagagggctgaggtctgaccctgctttaaagggttgtttgactaggtttt

gctaccccacttccccttattttgacccatcacaggtttttgaccctggatgtcagagttgatctaagacgttttctacaataggt

tgggagatgctgatcccttcaagtggggacagcaaaaagacaagcaaaactgatgtgcactttatggcttgggactgatt

tgggggacattgtacagtgagtgaagtatagcctttatgccacactctgtggccctaaaatggtgaatcagagcatatctag

ttgtctcaacccttgaagcaatatgtattataaactcagagaacagaagtgcaatgtgatgggaggaacatagcaatatct

gctccttttcgagttgtttgagaaatgtaggctattttttcagtgtatatccactcagattttgtgtatttttgatgtacactgttctcta

aattctgaatctttgggaaaaaatgtaaagcatttatgatctcagaggttaacttatttaagggggatgtacatatattctctga

aactaggatgcatgcaattgtgttggaagtgtccttggtgccttgtgtgatgtagacaatgttacaaggtctgcatgtaaatgg

gttgccttattatggagaaaaaaaatcactccctgagtttagtatggctgtatatttctgcctattaatatttggaattttttttagaa

agtatatttttgtatgctttgttttgtgacttaaaagtgttacctttgtagtcaaatttcagataagaatgtacataatgttaccgga

gctgatttgtttggtcattagctcttaatagttgtgaaaaaataaatctattctaacgcaaaaccactaactgaagttcagata

atggatggtttgtgactatagtgtaaataaatacttttcaacaata

SEQ ID NO. 11: Proteína 1 asociada con la diferenciación inducida por 
gangliósidos (GDAP1): Secuencia de referencia NCBI: NM_018972.3
atggctgagaggcaggaagagcagagagggagcccgcccttgagggcggaaggcaaggccgacgcggaggttaa

gctcattctgtaccattggacgcattccttcagctctcaaaaggtgcgcttggtaattgctgaaaaggcattgaagtgcgag
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gaacatgatgtaagtctgcccttgagtgagcacaatgagccttggtttatgcgtttgaactcaactggagaagtgcctgtcct

tatccacggggaaaacataatttgtgaggccactcagatcattgattatcttgaacagactttcctggatgaaagaacacc

caggttaatgcctgataaagaaagcatgtattacccacgggtacaacattaccgagagctgcttgactccttgccaatgg

atgcctatacacatggctgcattttacatcctgagttaactgtggactccatgatcccggcttatgcaactacaaggattcgta

gccaaattggaaacacagagtctgagctgaagaaacttgctgaagaaaacccagatttacaagaagcatacattgcaa

aacagaaacgacttaaatcaaagctgcttgatcatgacaatgtcaagtatttgaagaaaattcttgatgagttggagaaag

tcttggatcaggttgaaactgaattgcaaagaagaaatgaagaaaccccagaagagggccagcaaccttggctctgcg

gtgaatccttcaccctggcagacgtctcactcgctgtcacattgcatcgactgaagttcctggggtttgcaaggagaaactg

gggaaacggaaagcgaccaaacttggaaacctattacgagcgtgtcttgaagagaaaaacatttaacaaggttttagg

acatgtcaacaatatattaatctctgcagtgctgccaacagcattccgggtggccaagaaaagggccccaaaagttcttg

gcacgacccttgtggttggtttgcttgcaggagtgggatattttgcttttatgcttttcagaaagaggcttggcagcatgatatta

gcatttagacccagaccaaattatttctag

SEQ ID NO. 12: regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1): Secuencia de 
referencia NCBI: NM_001135242.1
atgtctcgggagatgcaggatgtagacctcgctgaggtgaagcctttggtggagaaaggggagaccatcaccggcctc

ctgcaagagtttgatgtccaggagcaggacatcgagactttacatggctctgttcacgtcacgctgtgtgggactcccaag

ggaaaccggcctgtcatcctcacctaccatgacatcggcatgaaccacaaaacctgctacaaccccctcttcaactacg

aggacatgcaggagatcacccagcactttgccgtctgccacgtggacgcccctggccagcaggacggcgcagcctcc

ttccccgcagggtacatgtacccctccatggatcagctggctgaaatgcttcctggagtccttcaacagtttgggctgaaaa

gcattattggcatgggaacaggagcaggcgcctacatcctaactcgatttgctctaaacaaccctgagatggtggaggg

ccttgtccttatcaacgtgaacccttgtgcggaaggctggatggactgggccgcctccaagatctcaggatggacccaag

ctctgccggacatggtggtgtcccacctttttgggaaggaagaaatgcagagtaacgtggaagtggtccacacctaccgc

cagcacattgtgaatgacatgaaccccggcaacctgcacctgttcatcaatgcctacaacagccggcgcgacctggag

attgagcgaccaatgccgggaacccacacagtcaccctgcagtgccctgctctgttggtggttggggacagctcgcctgc

agtggatgccgtggtggagtgcaactcaaaattggacccaacaaagaccactctcctcaagatggcggactgtggcgg

cctcccgcagatctcccagccggccaagctcgctgaggccttcaagtacttcgtgcagggcatgggatacatgccctcg

gctagcatgacccgcctgatgcggtcccgcacagcctctggttccagcgtcacttctctggatggcacccgcagccgctc

ccacaccagcgagggcacccgaagccgctcccacaccagcgagggcacccgcagccgctcgcacaccagcgag

ggggcccacctggacatcacccccaactcgggtgctgctgggaacagcgccgggcccaagtccatggaggtctcctg

ctag

SEQ ID NO. 17: Construcción AAV-humano-Mpz-GJB1 
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgccc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
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gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgcctggcataaacttcatttattaaagtttatttt

gtctttaatctctcatataacttagtcttcctgatattgcagctgtgtgtgcccctcttttgtactcccagcattttgttcattactaaa

ggaagtgtcatggcttattatacttgattgttgatgggtttgtcctctgatcttcccatctccacctccccaaaccaaattttcaac

tccttgctggaaggacttaatttttattcctctctctattacctgcattctcatactttacatattgctggcacttaatacaattttgtag

ccttgaaataaattgaaatggacttaaacagcagcatgaagcactgaaggacttcttgacaaacggaaaggtcagggg

cttcttgcctggaaatagtccagtggagaaaaacttctgtctgggaagaatcgcacaggatgaagggaggtgcgggga

aaaaaactcccataggacttggtcatctcaagaagtctgtaatgcagcccacattagaggagataacaggggatatcct

attttcagagttctctgggggaaacctccctctagttcctagggctgtgaggcagcctctctcaggcaaggaggctgagga

gaaatccctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctctccctc

accaccccccacaacattccagcctggggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgt

gtccccccacccctccacccagactatacaatgccccttctgctccctgcactctgcccccctccccaccacctctcaactg

cacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctggggccctaggggattttaagcaggttcca

ggaaccccccgttcagttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgctccgggcccctgcccctgccccagcaccg

gtcgcggatcctgaggcaggatgaactggacaggtttgtacaccttgctcagtggcgtgaaccggcattctactgccattg

gccgagtatggctctcggtcatcttcatcttcagaatcatggtgctggtggtggctgcagagagtgtgtggggtgatgagaa

atcttccttcatctgcaacacactccagcctggctgcaacagcgtttgctatgaccaattcttccccatctcccatgtgcggct

gtggtccctgcagctcatcctagtttccaccccagctctcctcgtggccatgcacgtggctcaccagcaacacatagagaa

gaaaatgctacggcttgagggccatggggaccccctacacctggaggaggtgaagaggcacaaggtccacatctcag

ggacactgtggtggacctatgtcatcagcgtggtgttccggctgttgtttgaggccgtcttcatgtatgtcttttatctgctctacc

ctggctatgccatggtgcggctggtcaagtgcgacgtctacccctgccccaacacagtggactgcttcgtgtcccgcccca

ccgagaaaaccgtcttcaccgtcttcatgctagctgcctctggcatctgcatcatcctcaatgtggccgaggtggtgtacctc

atcatccgggcctgtgcccgccgagcccagcgccgctccaatccaccttcccgcaagggctcgggcttcggccaccgc

ctctcacctgaatacaagcagaatgagatcaacaagctgctgagtgagcaggatggctccctgaaagacatactgcgc

cgcagccctggcaccggggctgggctggctgaaaagagcgaccgctgctcggcctgctgactcgagatcgatatccat

cacactggcggccgcaagcttatcgataatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattgactggtattcttaactatgtt

gctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcccgtatggctttcattttctcctccttgtata

aatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaa

cccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggactttcgctttccccctccctattgccacggcggaa

ctcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattccgtggtgttgtcggggaaa

tcatcgtcctttccttggctgctcgcctgtgttgccacctggattctgcgcgggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaa

tccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctcttccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcgg

atctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgtcgactcgctgatcagcctcgactgtgccttctagttgccagccatct

gttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgccactcccactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgca

tcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagaca

atagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaagaaccagctggggctcgactagagcat
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ggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacccctagtgatggagttggccactcc
ctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccggg
cggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttc

tggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcataaataaaaaaaattagtcagccatggggcggagaatg

ggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttaggggcgggactatggttgctgactaattgagatgcat

gctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacctggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatactt

ctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgacacacattccacagctgcattaatgaatcggccaacgc

gcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggc

gagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtga

gcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgac

gagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccc

tggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtgg

cgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaacccccc

gttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggca

gcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacg

gctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatc

cggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaa

gaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatca

aaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgac

agttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgt

agataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctc

cagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatcca

gtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcat

cgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgtt

gtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatgg

cagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgaga

atagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaag

tgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccact

cgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgca

aaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttat

tgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgc

cacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcg

tttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccggga

gcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcag

attgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggcc
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gttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgcc

accatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgata

taggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgat

gaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacggcgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaac

cgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttcagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatatt

gtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatacgatttaggtgacactatagaatacacgga

attaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor de Mpz humano

Subrayado = Cx32 

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 18: promotor hP0 humano 
gcctggcataaacttcatttattaaagtttattttgtctttaatctctcatataacttagtcttcctgatattgcagctgtgtgtgcccc

tcttttgtactcccagcattttgttcattactaaaggaagtgtcatggcttattatacttgattgttgatgggtttgtcctctgatcttcc

catctccacctccccaaaccaaattttcaactccttgctggaaggacttaatttttattcctctctctattacctgcattctcatact

ttacatattgctggcacttaatacaattttgtagccttgaaataaattgaaatggacttaaacagcagcatgaagcactgaa

ggacttcttgacaaacggaaaggtcaggggcttcttgcctggaaatagtccagtggagaaaaacttctgtctgggaaga

atcgcacaggatgaagggaggtgcggggaaaaaaactcccataggacttggtcatctcaagaagtctgtaatgcagcc

cacattagaggagataacaggggatatcctattttcagagttctctgggggaaacctccctctagttcctagggctgtgagg

cagcctctctcaggcaaggaggctgaggagaaatccctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaa

gtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctctccctcaccaccccccacaacattccagcctggggcagggggaggccagtgga

cacaaagccctctgtgtatggggtggtatgtgtccccccacccctccacccagactatacaatgccccttctgctccctgca

ctctgcccccctccccaccacctctcaactgcacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgct

ggggccctaggggattttaagcaggttccaggaaccccccgttcagttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgc

tccgggcccctgcccctgccccagc 

SEQ ID NO. 19: construcción simulada AAV-humano-Mpz-Egfp 
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgccc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgcctggcataaacttcatttattaaagtttatttt

gtctttaatctctcatataacttagtcttcctgatattgcagctgtgtgtgcccctcttttgtactcccagcattttgttcattactaaa

ggaagtgtcatggcttattatacttgattgttgatgggtttgtcctctgatcttcccatctccacctccccaaaccaaattttcaac

tccttgctggaaggacttaatttttattcctctctctattacctgcattctcatactttacatattgctggcacttaatacaattttgtag
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ccttgaaataaattgaaatggacttaaacagcagcatgaagcactgaaggacttcttgacaaacggaaaggtcagggg

cttcttgcctggaaatagtccagtggagaaaaacttctgtctgggaagaatcgcacaggatgaagggaggtgcgggga

aaaaaactcccataggacttggtcatctcaagaagtctgtaatgcagcccacattagaggagataacaggggatatcct

attttcagagttctctgggggaaacctccctctagttcctagggctgtgaggcagcctctctcaggcaaggaggctgagga

gaaatccctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctctccctc

accaccccccacaacattccagcctggggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgt

gtccccccacccctccacccagactatacaatgccccttctgctccctgcactctgcccccctccccaccacctctcaactg

cacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctggggccctaggggattttaagcaggttcca

ggaaccccccgttcagttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgctccgggcccctgcccctgccccagcaccg

gtcgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgta

aacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctg

caccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctac

cccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttca

aggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctga

agggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctat

atcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgc

agctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagc

acccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgg

gatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttatcgataatcaacctctggattacaa

aatttgtgaaagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctat

tgcttcccgtatggctttcattttctcctccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaac

gtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggact

ttcgctttccccctccctattgccacggcggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgg

gcactgacaattccgtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctttccttggctgctcgcctgtgttgccacctggattctgcgcg

ggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctctt

ccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgtcgactcgctgatc

agcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgccactcc

cactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggc

aggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcg

gaaagaaccagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaa
ggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaa
ggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaa

gcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcataaata

aaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttagg

ggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacct
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ggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgacaca

cattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctc

actgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacaga

atcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgt

tgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaaccc

gacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccgg

atacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttc

gctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtcca

acccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggt

gctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagcca

gttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagca

gcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaa

actcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatc

aatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctattt

cgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaa

tgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcag

aagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaata

gtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttccca

acgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagt

aagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgt

gactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacggg

ataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatc

ttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgg

gtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatact

cttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaaca

aataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataa

aaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccgg

agacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcggg

tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcc

tgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagat

ggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtg

gcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggc

cacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacgg

cgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttc
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agtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcat

acacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor de Mpz humano

Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 20: AAV-minMpz-SH3TC2.myc.ITR para el reemplazo 
terapéutico del gen SH3TC2 
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgccc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtaccgctctcaggcaaggaggctaagaaggaatc

ctttgctgtagccttttggatttaggtttctcagcttatctatccctcagagaagtgtgtctatgtcccttttctgtccctctgcctcac

cccaccccaacattccaacctagggtagggggaggtcagtatacacaaagccctctgtgtaaggggtggtatgtgtccc

cccacccccctacccagagtatacaatgccccttctgctccatgcccctgccacccctcccaccacctctcaattgcacat

gccaggctgcaattggtcactggctcaggacagccccctcatgctggggatccaggggattttaagcaggttccagaaa

acaccactcagttccttgtcccccgctctctccaccccacagacgctctgccaaccggtaccatgggtggctgcttctgcat

ccccagggagcggagtctgacccggggcccaggtaaagaaactccttccaaggatccaactgtatcgagtgagtgtat

agcctcatctgaatacaaggaaaaatgttttctgccacagaacattaatccagacctgacactctccttctgtgtaaagagc

cgctccaggaggtgtgtaaatggacccctacaggaagctgctcggaggcggctctgggcactggagaatgaggacca

ggaggtgcgcatgctgtttaaggacctctcagcaaggttggtcagtatccagtctcagagggcccagtttctcatcaccttc

aagaccatggaggaaatctggaagttctccacctaccttaatttaggctacgtatccatgtgtctagaacatctcctctttgac

cacaagtactggctcaactgcatattggtggaggatacagagatccaagtgtctgtagatgataaacacctggaaacaat

atacctgggactcctgatacaggaaggccacttcttctgcagagccctgtgctccgtgactccaccagccgagaaggaa

ggggaatgcttgacactttgcaagaatgagttaatctcagtgaagatggcagaagctggctccgagttggaaggcgtgtc

tttggtgacaggtcagcggggcctggtactggtgtcagccttggagcctctgcctctccctttccaccagtggttcctaaaga

attatccaggaagctgtggcctttccaggaagagggattggacaggctcctatcagattggcagaggacgctgtaaggc

cttgacgggttatgagccaggagaaaaggatgaactgaatttctaccagggagaaagcattgagatcatcggctttgtca

tacctgggcttcagtggttcattggaaagtcgacaagttcaggacaagtgggctttgtccccaccaggaacatagatcctg

attcttattccccaatgagcaggaactctgcctttctcagtgatgaggagagatgctccctgttggccctgggaagtgataa

gcagactgagtgttccagcttcctccacactcttgctcgcactgacatcacatctgtctaccggctcagtgggtttgaatccat

ccagaatcctccaaatgatctgagtgcatcccagcctgaaggtttcaaggaggtcaggcctggcagagcctgggagga

gcatcaggccgtggggtccagacagtccagcagctctgaggactccagcctggaggaggagctcctctcggccacctc

agacagctatcgcctgccggagcctgatgaccttgatgacccggaactgctcatggacctaagcactggtcaggagga
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ggaggctgagaacttcgcccccatattggcttttctggatcatgagggttatgctgaccactttaagagtctctatgacttctcc

ttctctttcctcacttcttccttttatagcttctctgaggaggatgagtttgtggcctacctggaggcatcaagaaagtgggccaa

gaagagccacatgacctgggcccatgcccggctctgcttcctcctgggccggctgagcatcaggaaggtcaaactctct

caggccagggtgtacttcgaggaggccatccacattctcaatggagcatttgaggacctatccttggtggccactctgtac

atcaatttggctgccatctacctgaaacagaggctgagacataaaggctccgccctgttggaaaaggcaggtgccctgct

ggcctgcctgcctgaccgtgagtctagtgccaagcatgaactcgacgtggtggcctacgtgctgcgccaggggattgtgg

tgggcagcagcccgctggaggccagggcctgctttctggccatccgcttgctcctgagcctaggccggcacgaggaggt

cctgccctttgccgagcgcctgcagctcctctctggacaccctcctgcctctgaggctgtggccagtgttttgagttttctgtat

gacaagaaatatcttccacaccttgcagtggcctctgtccagcaacatggtatccagagtgcccaagggatgtctcttcct

atttggcaggtccaccttgtcctccagaacacaaccaagctccttggctttccttccccaggctggggtgaagtttctgccttg

gcctgcccaatgctcagacaggccctggctgcctgtgaggaactagcagaccggagcacccagagggccctgtgtctc

atcctttccaaagtgtacctcgagcacaggtctcctgacggtgccatccactacctgagccaggccttggtgctagggcag

ctgctgggtgagcaggaatcctttgagtcttctctctgcctggcatgggcctatctcttagccagccaggccaagaaggcttt

ggatgtgcttgagccactgctatgctccctgaaggagacagagagtctcactcaaaggggagtcatctataacctcctgg

gacttgcactccaaggtgaaggccgggtgaacagggcagccaagagctatcttcgggccttgaacagagcccaggag

gtgggagatgtgcataaccaggcagtggctatggccaatcttggccacctgagccttaagtcctgggctcagcatccagc

cagaaactatctcctgcaggctgtacgactctattgtgaacttcaggccagtaaggagacagacatggaattagtacagg

tgtttctctggttggcccaagttctggtgtctggacaccagctgacccatggccttctttgttatgaaatggcattgctgtttggctt

aaggcatcgacatctaaagagtcagcttcaggccaccaaatccctctgccatttctacagctctgtgtccccaaaccctga

ggcatgcatcacctaccatgagcactggctggccctggctcagcaactcagggaccgggagatggaagggaggctgc

tggagtccctggggcagctttatcggaacctaaataccgccaggtccctcaggaggtcactcacatgcatcaaggagag

cctgcgtatcttcattgacctgggggagacagacaaggctgctgaggcctggcttggggcggggcgactccactacctc

atgcaggaagacgagctggtggagctgtgcctgcaggcagccatccagacagccctgaagtcagaggagcctttgctg

gctctcaaactttatgaagaagcaggtgatgtgttcttcaatgggacccgccacaggcatcatgcagtggagtactaccg

agctggagctgttcctttagcaaggaggttgaaggcggtgagaactgagctccggattttcaataagctgacagagctgc

agattagcctcgaaggctatgagaaggctttggaatttgccaccctggccgccaggctcagcacagtcacaggagatca

gaggcaagagctggtggcctttcaccgcctggctacagtgtactactccctgcacatgtatgagatggctgaggactgcta

cctgaagaccctgtccctctgtccaccatggctgcagagtcccaaggaggccctgtactatgccaaggtgtattatcgcct

gggcagactcaccttctgccagctgaaggatgcccatgatgccactgagtacttccttctggccctggcagcagcggtcct

gctgggtgatgaggagcttcaggacaccattaggagcaggctggacaacatctgccagagccccctgtggcacagca

ggccctccgggtgctcctcagagagggcgcggtggctgagtggtggtggcctggccctcgagcagaagctgatcagcg

aggaggacctgtaagatatccatcacactggcggccgcggagctctcgagaggcctaataaagagctcagatgcatcg

atcagagtgtgttggttttttgtgtgagatctaagcttagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaa
ctacaaggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcga
ccaaaggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttg
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caaaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcat

aaataaaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggag

ttaggggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttcca

cacctggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactg

acacacattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttc

ctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatc

cacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaag

gccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcg

aaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgct

taccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtag

gtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttg

agtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtag

gcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaa

gccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgca

agcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaac

gaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagtttt

aaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctg

tctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgc

tgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagc

gcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagtt

aatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttc

ccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcag

aagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttt

tctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatac

gggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaag

gatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgttt

ctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactca

tactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataa

acaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaaccta

taaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctccc

ggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcg

ggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgact

cctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggag

atggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagt

ggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccgg
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ccacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacg

gcgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgct

tcagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatc

atacacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor mini Mpz

Subrayado = SH3TC2

Subrayado en cursiva = poliA sintético mínimo

SEQ ID NO. 21: AAV-humano-miniMpz-SH3TC2
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggtcgccc
ggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgtagttaat
gattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtacctctctcaggcaaggaggctgaggagaaatc

cctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctctccctcaccacc

ccccacaacattccagcctggggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgtgtcccc

ccacccctccacccagactatacaatgccccttctgctccctgcactctgcccccctccccaccacctctcaactgcacat

gccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctggggccctaggggattttaagcaggttccaggaac

cccccgttcagttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgctccgggcccctgcccctgccccagcggtaccatgg

gtggctgcttctgcatccccagggagcggagtctgacccggggcccaggtaaagaaactccttccaaggatccaactgt

atcgagtgagtgtatagcctcatctgaatacaaggaaaaatgttttctgccacagaacattaatccagacctgacactctcc

ttctgtgtaaagagccgctccaggaggtgtgtaaatggacccctacaggaagctgctcggaggcggctctgggcactgg

agaatgaggaccaggaggtgcgcatgctgtttaaggacctctcagcaaggttggtcagtatccagtctcagagggccca

gtttctcatcaccttcaagaccatggaggaaatctggaagttctccacctaccttaatttaggctacgtatccatgtgtctaga

acatctcctctttgaccacaagtactggctcaactgcatattggtggaggatacagagatccaagtgtctgtagatgataaa

cacctggaaacaatatacctgggactcctgatacaggaaggccacttcttctgcagagccctgtgctccgtgactccacc

agccgagaaggaaggggaatgcttgacactttgcaagaatgagttaatctcagtgaagatggcagaagctggctccga

gttggaaggcgtgtctttggtgacaggtcagcggggcctggtactggtgtcagccttggagcctctgcctctccctttccacc

agtggttcctaaagaattatccaggaagctgtggcctttccaggaagagggattggacaggctcctatcagattggcaga

ggacgctgtaaggccttgacgggttatgagccaggagaaaaggatgaactgaatttctaccagggagaaagcattgag

atcatcggctttgtcatacctgggcttcagtggttcattggaaagtcgacaagttcaggacaagtgggctttgtccccaccag

gaacatagatcctgattcttattccccaatgagcaggaactctgcctttctcagtgatgaggagagatgctccctgttggccc

tgggaagtgataagcagactgagtgttccagcttcctccacactcttgctcgcactgacatcacatctgtctaccggctcagt

gggtttgaatccatccagaatcctccaaatgatctgagtgcatcccagcctgaaggtttcaaggaggtcaggcctggcag

agcctgggaggagcatcaggccgtggggtccagacagtccagcagctctgaggactccagcctggaggaggagctc
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ctctcggccacctcagacagctatcgcctgccggagcctgatgaccttgatgacccggaactgctcatggacctaagca

ctggtcaggaggaggaggctgagaacttcgcccccatattggcttttctggatcatgagggttatgctgaccactttaagag

tctctatgacttctccttctctttcctcacttcttccttttatagcttctctgaggaggatgagtttgtggcctacctggaggcatcaa

gaaagtgggccaagaagagccacatgacctgggcccatgcccggctctgcttcctcctgggccggctgagcatcagga

aggtcaaactctctcaggccagggtgtacttcgaggaggccatccacattctcaatggagcatttgaggacctatccttggt

ggccactctgtacatcaatttggctgccatctacctgaaacagaggctgagacataaaggctccgccctgttggaaaagg

caggtgccctgctggcctgcctgcctgaccgtgagtctagtgccaagcatgaactcgacgtggtggcctacgtgctgcgc

caggggattgtggtgggcagcagcccgctggaggccagggcctgctttctggccatccgcttgctcctgagcctaggccg

gcacgaggaggtcctgccctttgccgagcgcctgcagctcctctctggacaccctcctgcctctgaggctgtggccagtgtt

ttgagttttctgtatgacaagaaatatcttccacaccttgcagtggcctctgtccagcaacatggtatccagagtgcccaagg

gatgtctcttcctatttggcaggtccaccttgtcctccagaacacaaccaagctccttggctttccttccccaggctggggtga

agtttctgccttggcctgcccaatgctcagacaggccctggctgcctgtgaggaactagcagaccggagcacccagagg

gccctgtgtctcatcctttccaaagtgtacctcgagcacaggtctcctgacggtgccatccactacctgagccaggccttgg

tgctagggcagctgctgggtgagcaggaatcctttgagtcttctctctgcctggcatgggcctatctcttagccagccaggc

caagaaggctttggatgtgcttgagccactgctatgctccctgaaggagacagagagtctcactcaaaggggagtcatct

ataacctcctgggacttgcactccaaggtgaaggccgggtgaacagggcagccaagagctatcttcgggccttgaaca

gagcccaggaggtgggagatgtgcataaccaggcagtggctatggccaatcttggccacctgagccttaagtcctgggc

tcagcatccagccagaaactatctcctgcaggctgtacgactctattgtgaacttcaggccagtaaggagacagacatgg

aattagtacaggtgtttctctggttggcccaagttctggtgtctggacaccagctgacccatggccttctttgttatgaaatggc

attgctgtttggcttaaggcatcgacatctaaagagtcagcttcaggccaccaaatccctctgccatttctacagctctgtgtc

cccaaaccctgaggcatgcatcacctaccatgagcactggctggccctggctcagcaactcagggaccgggagatgg

aagggaggctgctggagtccctggggcagctttatcggaacctaaataccgccaggtccctcaggaggtcactcacatg

catcaaggagagcctgcgtatcttcattgacctgggggagacagacaaggctgctgaggcctggcttggggcggggcg

actccactacctcatgcaggaagacgagctggtggagctgtgcctgcaggcagccatccagacagccctgaagtcag

aggagcctttgctggctctcaaactttatgaagaagcaggtgatgtgttcttcaatgggacccgccacaggcatcatgcag

tggagtactaccgagctggagctgttcctttagcaaggaggttgaaggcggtgagaactgagctccggattttcaataagc

tgacagagctgcagattagcctcgaaggctatgagaaggctttggaatttgccaccctggccgccaggctcagcacagt

cacaggagatcagaggcaagagctggtggcctttcaccgcctggctacagtgtactactccctgcacatgtatgagatgg

ctgaggactgctacctgaagaccctgtccctctgtccaccatggctgcagagtcccaaggaggccctgtactatgccaag

gtgtattatcgcctgggcagactcaccttctgccagctgaaggatgcccatgatgccactgagtacttccttctggccctggc

agcagcggtcctgctgggtgatgaggagcttcaggacaccattaggagcaggctggacaacatctgccagagccccct

gtggcacagcaggccctccgggtgctcctcagagagggcgcggtggctgagtggtggtggcctggccctctgagcggc

cgcggagctctcgagaggcctaataaagagctcagatgcatcgatcagagtgtgttggttttttgtgtgagatctaagctta
gcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaaggaacccctagtgatggagttggcca
ctccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaaggtcgcccgacgcccgggctttgccc
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gggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaagcctaggcctccaaaaaagcctcctcact

acttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcataaataaaaaaaattagtcagccatggggcggag

aatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttaggggcgggactatggttgctgactaattgagat

gcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacctggttgctgactaattgagatgcatgctttgcat

acttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgacacacattccacagctgcattaatgaatcggccaa

cgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgc

ggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatg

tgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccct

gacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcc

ccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgt

ggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaacccc

ccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactgg

cagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaacta

cggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttga

tccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctca

agaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatc

aaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctga

cagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgt

agataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctc

cagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatcca

gtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcat

cgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgtt

gtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatgg

cagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgaga

atagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaag

tgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccact

cgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgca

aaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttat

tgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgc

cacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcg

tttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccggga

gcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcgggtgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcag

attgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggcc

gttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgcc

accatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgata
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taggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgat

gaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacggcgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaac

cgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttcagtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatatt

gtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcatacacatacgatttaggtgacactatagaatacacgga

attaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor hP0 mini-humano

Subrayado = SH3TC2

Subrayado en cursiva = poliA sintético mínimo

SEQ ID NO. 22: promotor de hP0 mini-humano 
Tctctcaggcaaggaggctgaggagaaatccctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtg

tctgtgtccctgtttttgtccctctccctcaccaccccccacaacattccagcctggggcagggggaggccagtggacaca

aagccctctgtgtatggggtggtatgtgtccccccacccctccacccagactatacaatgccccttctgctccctgcactctg

cccccctccccaccacctctcaactgcacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctgggg

ccctaggggattttaagcaggttccaggaaccccccgttcagttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgctccgg

gcccctgcccctgccccagc

SEQ ID NO. 23: AAV-humano-miniMpz-Egfp
tagctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgcccgggcaaagcccgggcgtcgggcgacctttggt

cgcccggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagagggagtggccaactccatcactaggggttccttgta
gttaatgattaacccgccatgctacttatctacgtagccatgctctaggtacctctctcaggcaaggaggctgaggag

aaatccctttttatggcctttaaattgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctctccctca

ccaccccccacaacattccagcctggggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgtg

tccccccacccctccacccagactatacaatgccccttctgctccctgcactctgcccccctccccaccacctctcaactgc

acatgccaggctgcaattggttactggctgaggacagccccctcatgctggggccctaggggattttaagcaggttccag

gaaccccccgttcagttcctggtcccccactttctcaaccccacagatgctccgggcccctgcccctgccccagcaccggt

cgccaccatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaa

acggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgc

accaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctacc

ccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaa

ggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaa

gggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctata

tcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgca
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gctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagca

cccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccggg

atcactctcggcatggacgagctgtacaagtaaagcggccctagatcaagcttatcgataatcaacctctggattacaaa

atttgtgaaagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctatt

gcttcccgtatggctttcattttctcctccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaac

gtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggact

ttcgctttccccctccctattgccacggcggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgg

gcactgacaattccgtggtgttgtcggggaaatcatcgtcctttccttggctgctcgcctgtgttgccacctggattctgcgcg

ggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctctt

ccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcatcgataccgtcgactcgctgatc

agcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgccactcc

cactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggc

aggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcg

gaaagaaccagctggggctcgactagagcatggctacgtagataagtagcatggcgggttaatcattaactacaa
ggaacccctagtgatggagttggccactccctctctgcgcgctcgctcgctcactgaggccgggcgaccaaa
ggtcgcccgacgcccgggctttgcccgggcggcctcagtgagcgagcgagcgcgcagagctttttgcaaaa

gcctaggcctccaaaaaagcctcctcactacttctggaatagctcagaggccgaggcggcctcggcctctgcataaata

aaaaaaattagtcagccatggggcggagaatgggcggaactgggcggagttaggggcgggatgggcggagttagg

ggcgggactatggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacacct

ggttgctgactaattgagatgcatgctttgcatacttctgcctgctggggagcctggggactttccacaccctaactgacaca

cattccacagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctc

actgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacaga

atcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgt

tgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaaccc

gacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccgg

atacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttc

gctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtcca

acccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggt

gctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagcca

gttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagca

gcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaa

actcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatc

aatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctattt

cgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaa

tgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcag
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aagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaata

gtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttccca

acgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagt

aagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgt

gactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacggg

ataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatc

ttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgg

gtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatact

cttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaaca

aataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataa

aaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccgg

agacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgcgtcagcgggtgttggcggg

tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccattcgacgctctcccttatgcgactcc

tgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagat

ggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtg

gcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccggtgatgccggc

cacgatgcgtccggcgtagaggatctggctagcgatgaccctgctgattggttcgctgaccatttccgggtgcgggacgg

cgttaccagaaactcagaaggttcgtccaaccaaaccgactctgacggcagtttacgagagagatgatagggtctgcttc

agtaagccagatgctacacaattaggcttgtacatattgtcgttagaacgcggctacaattaatacataaccttatgtatcat

acacatacgatttaggtgacactatagaatacacggaattaattc

Negrita = secuencia ITR

Cursiva = promotor hP0 mini-humano

Subrayado = EGFP

Subrayado en cursiva = secuencia WPRE

SEQ ID NO. 24: Secuencia mínima de poli A sintético 
ggagctctcgagaggcctaataaagagctcagatgcatcgatcagagtgtgttggttttttgtgtgagatct

EJEMPLOS

La invención se describirá ahora con referencia a los siguientes ejemplos no 

limitantes. 

Ejemplo 1: Clonación del plásmido de transferencia de AAV
Los vectores AAV se diseñaron para proporcionar la expresión específica de las 

células de Schwann de Cx32 (pAAV-Mpz.GJB1, vector completo) o del gen indicador 



72

EGFP (pAAV-Mpz.Egfp, vector simulado), ambos bajo el promotor de Mpz de 1,127 kB 

que se muestra para conducir a expresión específicamente en células de Schwann 

(26, 32). Estos vectores se clonaron mediante el uso de la construcción de AAV 

pAM/Mbp-EGFP-WPRE-bGH como plásmido de partida (57), que contiene el elemento 

regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE) y la 

secuencia de poliadenilación de la hormona del crecimiento bovino (bGHpA) 

flanqueada por AAV2 repeticiones de terminales invertidas (Figuras 1 y 9).

Los detalles específicos de cómo se clonaron las tres construcciones AAV-

Mpz.Egfp, AAV-Mpz.GJB1 y AAV-miniMpz.Egfp son los siguientes: 

264-P0-EGFP-WPRE (=AAV-Mpz.Egfp - SEQ ID NO. 1)

Se usó el plásmido pBluescript SK + que contiene la secuencia promotora Mpz 

para digerir la secuencia promotora mediante el uso de enzimas de restricción XhoI y 

EcoRV. El vector AAV también se digirió mediante el uso de las mismas enzimas. 

Después de la ligación y transformación, se confirmó el ensamblaje correcto del casete 

de expresión mediante mapeo de digestión de restricción y secuenciación directa 

mediante el uso de cebadores que cubren la secuencia codificante completa.

264-Mpz(P0)-Cx32-WPRE (= AAV-Mpz.GJB1 - SEQ ID NO. 2)

El ORF Mpz/Cx32 se amplificó por PCR a partir de una construcción lentiviral 

preparada previamente. Los cebadores usados para la amplificación fueron P0-Cx32-F 

5’- AGGGGTACCCTTCCTGTTCAGACT-3’ (SEQ ID NO. 13) P0-Cx32- R 5’-

CCGCTCGAGGGATCCTC AGCAG-3’ (SEQ ID NO. 14). El producto de PCR 

(2030 pb) se purificó en gel mediante el uso del kit de extracción en gel de Qiagen y se 

digirió con KpnI y XhoI. El vector AAV también se digirió con las mismas enzimas de 

restricción. El casete de expresión completo se confirmó mediante secuenciación 

directa de los ORF.

264-Mpz(P0) min-EGFP-WPRE (=AAV-miniMpz.Egfp – SEQ ID NO. 3)

El vector 264 de AAV se digirió con HindIII y se autoligó. Después, se insertó un 

enlazador en el vector. La Mpzmin se amplificó por PCR a partir de la secuencia 

promotora de Mpz de rata, mediante el uso de los siguientes cebadores: KpnI-P0-F: 5’-

GGGGTACCGCTCTCAGGCAAG-3’ (SEQ ID NO. 15) y AgeI-P0- R: 5’-

AAACCGGTTGGCAGAGCGTCTGT-3’ (SEQ ID NO. 16). Después, el inserto (420 pb) 

se clonó direccionalmente en nuestro vector 264 de AAV. Se digirió EGFP de otra 

construcción mediante el uso de AgeI y HindIII y se ligó directamente en. 

Ejemplo 2: Producción, purificación y titulación del vector AAV
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La producción de vectores AAV9 se realizó de acuerdo con protocolos 

publicados (58). Los plásmidos pAAV-Mpz.Egfp y pAAV-Mpz.GJB1 se empaquetaron 

de forma cruzada en la cápside AAV9 (plásmidos de cápside proporcionados por el Dr. 

A. Bosch, Universidad de Barcelona, España, y desarrollados originalmente por el Dr. 

James Wilson, Universidad de Pennsylvania Vector Core, PA, EE. UU.). 

Se generaron reservas virales de AAV para los pseudotipos 9 como se describió 

anteriormente (59). Los vectores recombinantes de AAV (rAAV) se produjeron por 

transfección triple de 2 x 108 células HEK293 con 250 μg de pAAV, 250 μg de 

pRepCap y 500 μg de plásmido pXX6 mezclado con polietilenimina (PEI; ramificado, 

MW 25 000; Sigma). Brevemente, 48 h después de la transfección, las células se 

recogieron por centrifugación (200 g, 10 min); se resuspendieron en 30 ml de NaCl 

20 mM, MgCl2 2 mM y Tris-HCl 50 mM (pH 8,5) y se lisaron mediante tres ciclos de 

congelación-descongelación. El lisado celular se clarificó mediante centrifugación 

(2000 g, 10 min) y las partículas de rAAV se purificaron a partir del sobrenadante 

mediante un gradiente de iodixanol como sigue: El lisado clarificado se trató con 

50 U/ml de Benzonase (Novagen; 1 h, 37 °C) y se centrifugó (3000 g, 20 min). Se 

recogió el sobrenadante que contenía el vector y se ajustó a NaCl 200 mM mediante el 

uso de una solución madre 5 M. Para precipitar el virus a partir del lisado celular 

clarificado, se añadió polietilenglicol (PEG 8000; Sigma) hasta una concentración final 

del 8 % y la mezcla se incubó (3 h, 4 ºC) y se centrifugó (8000 g, 15 min). Los 

sedimentos que contenían rAAV se resuspendieron en NaCl 20 mM, MgCl2 2 mM y 

Tris-HCl 50 mM (pH 8,5) y se incubaron durante 48 horas a 4 ºC. Las partículas de 

rAAV se purificarán mediante el uso del método de iodixanol como se describió (59). Si 

fue necesario, el rAAV se concentró y se desaló en PBSMK mediante el uso del 

dispositivo de filtro centrífugo Amicon Ultra-15 (Millipore). La titulación se evaluó 

mediante cuantificación picogreen (60) y se calculó como genomas virales por mililitro 

(vg/ml).

Ejemplo 3: Suministro de vector intratecal 
Después de una pequeña incisión en la piel a lo largo del nivel de la columna 

lumbar inferior para visualizar la columna, se suministró el vector AAV en el espacio 

intervertebral L5-L6 de ratones anestesiados a una velocidad lenta de 5 μl/min. Se usó 

una jeringa Hamilton de 50 μl (Hamilton, Giarmata, Rumania) conectada a una aguja 

de calibre 26 para inyectar un volumen total de 20 μl que contenía 0,5-1x1011 genomas 

del vector (vg) del vector AAV. Un movimiento de la cola se consideró un indicativo de 

una administración intratecal satisfactoria.
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Ejemplo 4: Expresión génica dirigida a células de Schwann mediada por 
AAV9

Se trataron ratones de tipo salvaje de 2 meses con el vector AAV9-Mpz-Egfp 

descrito en los Ejemplos 1 y 3 anteriores. Las muestras se analizaron mediante 

extracción de ADN de los tejidos del SNP y se determinó la presencia del ADN viral 

medido como números de copias de vectores (VCN) 4 y 6 semanas después de la 

inyección (Tabla 1) como describimos previamente (33). La tinción por 

inmunofluorescencia de las secciones de la raíz lumbar y la inmunotransferencia de la 

raíz lumbar, los nervios femorales y los nervios ciáticos también se llevaron a cabo 

como se describe a continuación 4 y 8 semanas después de la inyección (Tabla 2).

Tinción por inmunofluorescencia: Para la inmunotinción, los ratones se 

anestesiaron con avertina de acuerdo con los protocolos aprobados institucionalmente, 

y después se perfundieron transcardíacamente con solución salina normal seguida de 

paraformaldehído nuevo al 4 % en tampón PB 0,1 M. Se disecaron la médula espinal 

lumbar-sacra con raíces espinales adheridas, así como también los nervios motores 

ciáticos y femorales bilaterales. Todos los tejidos se congelaron para obtener 

criosecciones, mientras que los nervios ciático y femoral se aislaron y se separaron las 

fibras bajo un estereoscopio. Las fibras o secciones separadas se permeabilizaron en 

acetona fría y se incubaron a temperatura ambiente con una solución de bloqueo de 

BSA 5 % (Sigma-Aldrich, Munich, Alemania) que contenía Triton-X 0,5 % (Sigma-

Aldrich, Munich, Alemania) durante 1 h. Los anticuerpos primarios usados fueron: 

anticuerpo monoclonal de ratón contra la proteína asociada con la contactina (Caspr, 

1:50; obsequio del Dr. Elior Peles, Weizmann Institute of Science), antisuero de conejo 

contra EGFP (1:1000; Invitrogen, EE.UU.), Capr2 (1:200, Alomone Labs, Israel) y 

Cx32 (1:50; Sigma, Munich, Alemania) todos diluidos en solución de bloqueo e 

incubados durante la noche a 4 °C. Después, los portaobjetos se lavaron en PBS y se 

incubaron con anticuerpos secundarios purificados por afinidad cruzada de ratón y 

conejo conjugados con fluoresceína y rodamina (1:500; Jackson ImmunoResearch, 

EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los núcleos celulares se visualizaron 

con DAPI (1 µg/ml; Sigma, Munich, Alemania). Los portaobjetos se montaron con 

medio de montaje fluorescente y las imágenes se fotografiaron bajo un microscopio de 

fluorescencia con una cámara digital mediante el uso del programa Axiovision (Carl 

Zeiss MicroImaging; Oberkochen, Alemania). 

Las tasas de expresión para el gen indicador de Egfp se cuantificaron tras contar 

el número de las células de Schwann positivas a EGFP como porcentaje del total de 
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las células de Schwann en las raíces lumbares y los nervios ciáticos. La expresión de 

Cx32 se cuantificó tras visualizar áreas nodales de fibras mielinizadas con marcadores 

de dominio axonal que incluyen Kv1,2 yuxtaparanodal y Caspr paranodal en tinción 

doble con Cx32. El número de áreas nodales positivas para la inmunorreactividad de 

Cx32 se contó como un porcentaje del total de áreas nodales en las raíces lumbares y 

los nervios ciáticos.

Análisis de inmunotransferencia: Se usó el análisis de inmunotransferencia de 

lisados de nervios periféricos y de la raíz para detectar la expresión del gen indicador 

Egfp o Cx32 en tejidos de ratones inyectados. Se incubaron inmunotransferencias de 

lisados de raíz lumbar, femoral y nervio ciático recogidos 4 semanas después de la 

inyección con anticuerpos primarios anti-Egfp (1:1000; Abcam) y anti-Cx32 (clon 918, 

1:3000) de conejo seguidos de anticuerpos secundarios anti-conejo conjugados con 

HRP (Jackson ImmunoResearch, diluido 1:3000). El anticuerpo unido se visualizó 

mediante un sistema de quimioluminiscencia mejorado (GE Healthcare Life Sciences).

Los resultados se muestran en la Figura 2 y las Tablas 1 y 2 a continuación. Fue 

posible detectar niveles altos de expresión del gen indicador EGFP (proteína 

fluorescente verde mejorada) específicamente en las células de Schwann, las células 

mielinizantes del SNP, que incluye las raíces de los nervios espinales lumbares y los 

nervios ciáticos distales, y esto muestra la expresión específica del gen indicador 

EGFP en muestras de raíz lumbar y nervio ciático, lo que indica que la expresión 

específica de tejido en células de Schwann se logra mediante el uso de este sistema 

de suministro de vector. 
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Tabla 1: Números de copias de vectores (VCN) en todos los tejidos examinados en 

ratones WT inyectados con AAV9-Mpz.Egfp:

Tabla 2: Tasas de expresión de EGFP (% de las células de Schwann positivas a 

Egfp) en raíces lumbares y nervios ciáticos de ratones WT inyectados con AAV9-

Mpz.EGFP 4 y 8 semanas después de la inyección:

Ejemplo 5: Expresión del vector AAV9-Mpz.GJB1 suministrado 
intratecalmente en ratones Cx32KO y R75W KO de 2 meses 

El vector AAV9-Mpz.GJB1 se produjo como se describe en el Ejemplo 1 anterior 

(5 x 1012 vg/ml) y se suministró a ratones Cx32 KO de 2 y 6 meses mediante inyección 

intratecal lumbar (i.th.) (5 x 1010 vg en 20 μl). El análisis de las VCN a partir del ADN 

extraído de los tejidos del SNP como se describió anteriormente (33) por célula en 

diferentes tejidos reveló una biodistribución generalizada (Figura 3A), incluso en las 

raíces espinales y los nervios ciáticos con niveles más altos en el hígado (55). Se 

llevaron a cabo análisis de inmunotinción e inmunotransferencia como se describió 

anteriormente. Cx32 se expresó en áreas de mielina paranodal en más del 60-70 % de 

las células de Schwann mielinizantes en las raíces espinales lumbares y en las fibras 

del nervio ciático (Figuras 3B-D). La expresión de Cx32 suministrada por AAV9 a 

niveles altos también podría detectarse mediante transferencia Western de lisados de 

tejido del SNP de ratones Cx32 KO inyectados en lugar de sin inyectar (Figura 3F). 

Para aclarar si el vector viral AAV9-Mpz.GJB1 que permite niveles de expresión 

más altos podría superar los efectos de interferencia de mutantes retenidos en Golgi 

4 semanas 6 semanas 8 semanas
Raíces 
lumbares

Nervio 
ciático 
proximal

Nervio 
ciático 
distal

Raíces 
lumbares

Nervio 
ciático 
proximal

Nervio 
ciático 
distal

Raíces 
lumbares

Nervio 
ciático 
proximal

Nervio 
ciático 
distal

VCN 2,66 ± 

1,37

0,31 ± 

0,13

0,07 ± 

0,03

0,62 ± 

0,28

0,23 ± 

0,13

0,02 ± 

0,01

0,24 ± 0,1 0,82 ± 

0,45

0,18 ± 

0,08

N 

número 

de 

ratones

4 2 4 4 4 4 3 4 4

Ciático Raíces

4 semanas 8 semanas 4 semanas 8 semanas
Expresión de EGFP 53,6 ± 7,66 39,9 ± 2,49 29,7 ± 1,89 35,0 ± 3,23

N 4 3 4 3
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observados con el vector lentiviral en nuestros estudios previos (29, 34), los inventores 

también inyectaron a ratones con R75W inactivado (R75W KO) de 2 meses de edad. 

De manera importante, la localización paranodal de la Cx32 suministrada por AAV9 

también se detectó en tejidos de R75W/KO, a pesar de la coexpresión del mutante de 

interferencia R75W retenido en Golgi que muestra la localización perinuclear típica 

(Figura 3E). Por lo tanto, AAV9 muestra el potencial de proporcionar una expresión 

génica dirigida a las células de Schwann, de alto nivel y generalizada que también 

puede superar el efecto de interferencia de un mutante CMT1X retenido en Golgi 

representativo.

Estos resultados se muestran en la Figura 3 y en las Tablas 3 y 4 a continuación, 

lo que demuestra que el uso de los vectores para suministrar copias del gen GJB1 de 

tipo salvaje da como resultado la expresión exitosa de Cx32 tanto en ratones con Cx32 

inactivada como en ratones con R75W inactivado. El mutante R75W retenido en Golgi 

(Figura 3E) también logra la expresión de Cx32 a pesar de la presencia de la proteína 

mutante R75W Cx32 en áreas perinucleares, mientras que esto no había sido posible 

en trabajos previos que no usaban el vector AAV. 

Tabla 3: Números de copias de vectores en todos los tejidos examinados en 

ratones Cx32 KO inyectados con AAV9-Mpz.GJB1:

Tabla 4: Tasas de expresión de Cx32 (% de áreas de mielina paranodales 

positivas a Cx32) en raíces lumbares y nervios ciáticos de ratones transgénicos Cx32 

KO y Cx32 KO/R75W de 2 y 6 meses inyectados con AAV9-Mpz.GJB1:

Raíces lumbares Nervio ciático Músculo Médula 
espinal

VCN 0,20 ± 0,05 0,18 ± 0,07 0,05 ± 0,03 0,17 ± 0,08

N 12 12 3 5

Ciático Raíces lumbares

KO 2 
meses

KO 6 
meses

KO R75W KO 2 
meses

KO 6 
meses

KO R75W

Expresión de 
Cx32

71,5 ± 5,8 71,7 ± 6,0 73,2 ± 5,1 63,1 ± 3,1 62,7 ± 8,1 64,9 ± 3,8

N 6 3 6 6 3 6
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Ejemplo 6: Análisis de comportamiento de ratones Cx32 KO de 6 meses 
inyectados con AAV9-Mpz.GJB1 (completo) en comparación con crías de la 
misma camada tratadas con AAV9-Mpz.Egfp (simulados)

Tratamiento de los ratones: Se realizó un ensayo de terapia génica mediante el 

uso de dos grupos de ratones con Cx32 inactivada (KO) de 6 meses de edad. Se 

consideró adecuado un mínimo de 8-12 ratones por grupo de tratamiento para cada 

resultado medido para evaluar las diferencias estadísticamente significativas sobre la 

base de los estudios previos mediante el uso de modelos similares (32, 33). Los 

animales se trataron a la edad de 6 meses, después de la aparición de la patología 

(que se conoce que comienza después de los 3 meses de edad). 

Se aleatorizaron ratones de la misma camada para recibir tratamiento AAV9-

Mpz.GJB1 (completo) o AAV9-Mpz.Egfp (tratamiento simulado, como grupo de control) 

y se les asignó un número de codificación para su identificación posterior. 

Pruebas de comportamiento: Después, se evaluaron los ratones mediante 

pruebas de comportamiento como se establece a continuación antes del tratamiento y 

nuevamente a las edades de 8 y 10 meses, por un examinador sin conocer la 

condición del tratamiento (Figura 4 y Tabla 5). 

Prueba de varilla giratoria: Se determinaron el equilibrio y la coordinación del 

motor como se describió anteriormente (61) mediante el uso de un aparato de varilla 

giratoria de aceleración (Ugo Basile, Varese, Italia). El entrenamiento de los animales 

consistió en tres ensayos por día con un período de descanso de 15 minutos entre 

ensayos, durante 3 días consecutivos. Los ratones se colocaron sobre la varilla y se 

aumentó la velocidad gradualmente de 4 a 40 rotaciones por minuto (rpm). La prueba 

se realizó el cuarto día mediante el uso de dos velocidades diferentes, 20 y 32 rpm. Se 

calculó la latencia de caída para cada velocidad. La prueba duró hasta que el ratón se 

cayó de la barra o después de que el ratón permaneciera en la barra durante 600 

segundos y después se retirara. Cada ratón se colocó en la varilla giratoria tres veces 

a cada velocidad usada y se obtuvieron tres valores diferentes para cada velocidad. 

Se usaron valores medios para cada ratón a las dos velocidades diferentes.

Prueba de fuerza de agarre: Para medir la fuerza de agarre, los ratones se 

sujetaron por la cola y se bajaron hacia el aparato (Ugo Basile, Varese, Italia) hasta 

que agarraron la rejilla con las patas traseras. Los ratones se retiraron suavemente 

hasta que soltaron la rejilla. Las medidas de la fuerza en g se indicaron en el equipo. 

Cada sesión consistió en tres ensayos consecutivos y se promediaron las mediciones. 
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Se comparó la fuerza de las extremidades traseras entre ratones tratados con 

AAV9.Mpz-GJB1 y AAV9.Mpz-Egfp. 

Los ratones viejos Cx32 KO tratados con el vector terapéutico completo AAV9-

Mpz.GJB1 se desempeñaron significativamente mejor en esas pruebas en 

comparación con las crías de la misma camada inyectadas con el vector simulado (no 

terapéutico) AAV9-Mpz.Egfp (n = 20 ratones por grupo).

Los resultados se muestran en la Figura 4 y la Tabla 5 a continuación, que 

muestran que el rendimiento motor (medido por las pruebas de la varilla giratoria y de 

agarre del pie) en el grupo tratado con GJB1 mejoró 2 meses después de la inyección 

(a los 8 meses de edad) y que esta mejora se mantuvo estable hasta los 10 meses de 

edad. Los ratones tratados de forma simulada no mostraron una mejora en el 

rendimiento motor. 

Tabla 5: Comparación longitudinal del desempeño del comportamiento motor de 

los grupos de tratamiento Cx32 KO:

Ejemplo 7: Estudios de conducción motora del nervio ciático
Se trataron ratones Cx32 KO a la edad de 6 meses como se describe en el 

Ejemplo 6 anterior, después de la aparición de la neuropatía y después, se llevaron a 

cabo estudios de conducción nerviosa motora a la edad de 10 meses como se 

describe a continuación.

Comparación 
de puntos de 
tiempo
(meses de 
edad)

Grupo de tratamiento completo
AAV9.Mpz-GJB1
(Prueba de Mann-Whitney comparado con 

tratamiento simulado)

Grupo de tratamiento simulado
AAV9.Mpz-Egfp

Varilla giratoria

20 RPM

(segundo)

Varilla 

giratoria

32 RPM

(segundo)

Prueba de 

agarre de 

alimentos

(gramo)

Varilla 

giratoria

20 RPM

(segundo)

Varilla giratoria

32 RPM

(segundo)

Prueba de 

agarre de 

alimentos

(gramo)

6 317,7 ± 45,62 

p > 0,05

103,5 ± 27,90 

p > 0,05

74,5 ± 5,46 p > 

0,05

345,1 ± 85,60 159,7 ± 56,34 76,0 ± 9,14

8 241,3 ± 35,92 

p > 0,05

84,6 ± 26,89 

p > 0,05

93,5 ± 5,18 p = 

0,0196

207,7 ± 38,43 64,5 ± 18,60 76,2 ± 3,41

10 312,7 ± 39,79 

p > 0,05

121,9 ± 27,42 

p = 0,0427

103,4 ± 6,01 p 

= 0,0025

288,9 ± 42,44 71,2 ± 25,86 73,2 ± 5,15
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Velocidad de conducción del nervio motor (MNCV): La MNCV se midió in vivo 

mediante el uso de métodos publicados (62) de los nervios ciáticos bilaterales después 

de la estimulación en animales anestesiados en la muesca ciática y distalmente en el 

tobillo mediante electrodos bipolares con pulsos de onda cuadrada supramáximos 

(5 V) de 0,05 ms. Las latencias de los potenciales de acción del músculo compuesto 

(CMAP) se registraron mediante un electrodo bipolar insertado entre los dígitos 2 y 3 

de la pata trasera y se midieron desde el artefacto del estímulo hasta la aparición de la 

desviación de la onda M negativa. La MNCV se calculó tras dividir la distancia entre 

los electrodos de estimulación y de registro por el resultado de restar la latencia distal 

de la proximal. 

Los resultados del estudio de la MNCV realizado a los 10 meses de edad se 

muestran en la Figura 5 y la Tabla 6 a continuación, la cual muestra que la velocidad 

de conducción del nervio motor mejoró cuando se midió a los 10 meses en ratones 

Cx32 KO tratados con GJB1, y se aproxima a los niveles del tipo salvaje, en 

comparación con el grupo de control tratado de forma simulada (n = 10 ratones). 

Tabla 6: Velocidades de conducción del nervio motor y medidas de amplitud de 

AAV9.Mpz.EGFP (Simulado, grupo de control Cx32 KO), AAV9.Mpz.GJB1 (Completo, 

grupo de tratamiento completo) y WT:

Ejemplo 8: Análisis morfológico de raíces espinales anteriores, nervios 
ciáticos y nervios femorales de ratones Cx32 KO después del suministro 
intratecal de AAV9-Mpz.GJB1 en comparación con el vector de ratones tratados 
de forma simulada

Se trataron ratones Cx32 KO como se describe en el Ejemplo 6 anterior a la 

edad de 6 meses y se examinaron 4 meses después, a la edad de 10 meses. 

Simulado Completo valor de 
p 
simulado 
vs 
completo

WT valor de p 
WT vs 
completo

MNCV (m/s) 30,4 ± 0,87 34,8 ± 1,44 0,0316 41,7 ± 

1,62

0,0068

Amplitud 3,2 ± 0,35 4,15 ± 3,22 > 0,05 3,3 ± 

0,29

> 0,05

N 10 11 8
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Los ratones se perfundieron transcardíacamente con glutaraldehído 2.5% en 

tampón PB 0.1 M. La médula espinal lumbar con múltiples raíces espinales adheridas, 

así como también los nervios femoral y ciático, se disecaron y fijaron durante la noche 

a 4 °C, después se osmicaron, deshidrataron e incluyeron en resina de araldita (todos 

adquiridos de Agar Scientific, Essex, Reino Unido). Se obtuvieron secciones semifinas 

transversales (1 μm) de la médula espinal lumbar con raíces y la porción media de los 

nervios motor femoral y ciático y se tiñeron con azul de toluidina alcalina (Sigma-

Aldrich, Munich, Alemania). Las secciones se visualizaron con lentes objetivos de 10 

×, 20 × y 40 × y se capturaron con una cámara Nikon DS-L3 (Nikon Eclipse-Nἱ; Tokio, 

Japón). Se obtuvieron imágenes de toda la raíz o secciones de nervios transversales 

con un aumento final de 100-200 ×, y se capturaron una serie de campos parcialmente 

solapados que cubrían el área de la sección transversal de las raíces o los nervios con 

un aumento final de 400 ×. Estas imágenes se usaron para examinar el grado de 

mielinización anormal en ambos grupos, como se describió anteriormente (22, 32, 63). 

En resumen, todos los axones desmielinizados, remielinizados y mielinizados 

normalmente se contaron mediante el uso de los siguientes criterios: los axones 

mayores de 1 μm sin vaina de mielina se consideraron desmielinizados, los axones 

con vainas de mielina <10 % del diámetro axonal y/o los axones rodeados por “bulbos 

de cebolla”(es decir, los procesos y la matriz extracelular de las células de Schwann 

dispuestos circunferencialmente) se consideraron remielinizados, y otros axones 

mielinizados se consideraron mielinizados normalmente. 

Además, se contó el número de macrófagos espumosos presentes dentro de la 

sección transversal completa de cada raíz o nervio, como una indicación de 

inflamación. Los macrófagos se identificaron en secciones semifinas a un aumento de 

400 x como células cargadas de restos de mielina, desprovistas de una membrana 

basal y que extienden pequeños procesos similares a microvellosidades, como se 

describió anteriormente (64, 65). El conteo de macrófagos se calculó como la relación 

por 1000 fibras mielinizadas, para tener en cuenta las diferencias de tamaño entre 

diferentes raíces y nervios espinales. Todos los análisis patológicos se realizaron sin 

conocer la condición de tratamiento de cada ratón.

Los resultados se muestran en la Figura 6 y la Tabla 7 (para las raíces espinales 

anteriores), la Figura 7 y la Tabla 8 (para los nervios ciáticos) y la Figura 8 y la Tabla 9 

(para los nervios motores femorales). Estos resultados muestran una mielinización 

mejorada de las raíces espinales, los nervios ciáticos y los nervios femorales en 

comparación con el grupo de control tratado de forma simulada con menos fibras 
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desmielinizadas y remielinizadas, junto con una relación mejorada de fibras 

mielinizadas de manera anormal. Todas las muestras mostraron una reducción en el 

número de macrófagos espumosos en el grupo tratado con GJB1, lo que indica una 

reducción de la inflamación en el grupo tratado. 
Tabla 7: Resultados del análisis morfométrico de las raíces lumbares anteriores 

en ratones Cx32 KO tratados intratecalmente a los 10 meses de edad:

Tabla 8: Resultados del análisis morfométrico de los nervios ciáticos en ratones 

Cx32 KO tratados intratecalmente a los 10 meses de edad:

Inyectado con AAV9-
Mpz.Egfp (simulado)

Inyectado con 
AAV9-Mpz.GJB1 
(completo)

Prueba de 
Mann-
Whitney

Raíces lumbares 
anteriores

(n = 10 ratones) (n = 10 ratones)

Relación de fibras 
mielinizadas
de manera anormal

0,315 ± 0,016 0,215 ± 0,032 p = 0,0147

Número de 
macrófagos/1000 
fibras

14,85 ± 1,38 9,31 ± 1,20 p = 0,0068

Inyectado con 
AAV9-Mpz.Egfp 
(simulado)

Inyectado con 
AAV9-Mpz.GJB1 
(completo)

Prueba de 
Mann-Whitney

Nervios ciáticos (n = 10 ratones) (n = 10 ratones)

Relación de fibras 
mielinizadas
de manera anormal

0,105 ± 0,004 0,058 ± 0,003 p <0,0001

Número de 
macrófagos/1000 
fibras

7,76 ± 0,48 3,84 ± 0,69 p = 0,0005
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Tabla 9: Resultados del análisis morfométrico de los nervios motores femorales 

en ratones Cx32 KO tratados intratecalmente a los 10 meses de edad:

Ejemplo 9: Desarrollo de vectores AAV para la expresión dirigida a células 
de Schwann conducida por elementos promotores mínimos (miniMpz) 

El enfoque basado en AAV9 descrito en los ejemplos anteriores tiene un 

potencial alto de traducción clínica para tratar otros tipos de CMT desmielinizantes, 

que incluyen la CMT4C. Sin embargo, es necesario superar la limitación de la 

capacidad transgénica más pequeña en los vectores AAV. 

Para facilitar la expresión génica dirigida a las células de Schwann mediada por 

AAV, los inventores clonaron una versión mínima del promotor de Mpz. A partir del 

promotor de Mpz de longitud completa de 1,127 kb (SEQ ID NO. 4) y sobre la base de 

los datos de potenciador/ChIP-seq que indican que los elementos reguladores 

funcionales (sitios de unión de Egr2 y Sox10) del promotor de Mpz de longitud 

completa están ubicados dentro de 400 pb aguas arriba del codón de inicio (56), los 

inventores seleccionaron esta estrategia para lograr la expresión dirigida en las células 

de Schwann con un promotor de tamaño mínimo para permanecer dentro de la 

capacidad de transporte del vector AAV. Los inventores amplificaron por PCR los 

410 pb del promotor de Mpz aguas arriba del codón de inicio y después clonaron 

adicionalmente este promotor miniMpz en el plásmido de transferencia AAV junto con 

Egfp aguas abajo como gen indicador y produjeron el vector AAV9-miniMpz.Egfp (SEQ 

ID NO. 3 y Figura 9).

Este vector AAV9-miniMpz.Egfp también se validó in vivo en ratones de tipo 

salvaje (WT) de 2 meses mediante el uso del mismo método de suministro que se 

Inyectado con 
AAV9-Mpz.Egfp

Inyectado con 
AAV9-Mpz.GJB1

Prueba de 
Mann-Whitney

Nervios femorales (n = 9 ratones) (n = 10 ratones)

Relación de fibras 
mielinizadas
de manera anormal

0,333 ± 0,012 0,207 ± 0,009 p <0,0001

Número de 
macrófagos/1000 
fibras

10,03 ± 0,47 4,87 ± 0,73 p <0,0001
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describe en el Ejemplo 3 mediante una inyección intratecal lumbar única, y se ha 

demostrado que conduce a la expresión del gen indicador EGFP en un porcentaje alto 

de las células de Schwann mielinizantes en todo el SNP. Esto mostró una expresión 

generalizada del vector que se restringió principalmente a las células de Schwann 

mielinizantes en los tejidos del SNP, con más del 50 % de relaciones de expresión y 

números de copias de vectores (VCN) elevados en las raíces espinales lumbares y los 

nervios periféricos (Figura 10). 

La inmunotinción de tejido de la médula espinal de ratones inyectados con 

AAV9-miniMpz-Egfp que se llevó a cabo de manera similar a como se describe en el 

Ejemplo 4 con marcadores celulares que incluyen NeuN neuronal, GFAP astrocítico y 

CC-1 oligodendrocítico en las materias blanca y gris combinados con EGFP mostró 

expresión de la construcción conducida por miniMpz sólo en un subconjunto muy 

pequeño de aproximadamente 2-3 % de neuronas y células gliales en el SNC 

cuantificado a partir de n = 3-5 ratones (Figura 11). 

Los resultados se muestran en la Figura 10 (raíz lumbar y nervio ciático) y en la 

Figura 11 (médula espinal lumbar) y demuestran que la expresión de EGFP se 

distribuye adecuadamente en la raíz lumbar y el nervio ciático y que existe una 

expresión mínima en la médula espinal lumbar, lo que muestra que después de la 

inyección existe biodistribución del vector y expresión de la proteína indicadora EGFP 

en las células de Schwann en el sistema nervioso periférico. 

Ejemplo 10: Eficacia del tratamiento de terapia génica en un modelo de 
CMT1X cuando se trata preventivamente en las primeras etapas de la neuropatía

Los grupos de ratones con Cx32 inactivada (KO) de 2 meses de edad, un 

modelo de CMT1X (n = 10 ratones por grupo), se inyectaron a la edad de 2 meses con 

el vector terapéutico (completo) AAV9-Mpz-GJB1 o con el vector de control negativo 

(simulado) AAV9-Mpz-Egfp. El análisis del comportamiento se realizó antes del 

tratamiento y a los 4 y 6 meses de edad. El análisis electrofisiológico se llevó a cabo a 

los 6 meses de edad, seguido de un análisis morfológico de secciones semifinas de 

tejidos nerviosos periféricos. Se usaron los mismos protocolos que se describen en los 

Ejemplos 6-8 anteriores, aparte de que los ratones se trataron a la edad de 2 meses. 

Estos datos proporcionan un modelo para el tratamiento preventivo de ratones 

en las primeras etapas de la neuropatía (2 meses de edad) además del tratamiento 

terapéutico en una etapa posterior de 6 meses (Ejemplos 6-8). 

Resultado del comportamiento en ratones de 6 meses de edad Cx32 KO 

tratados frente a los tratados de forma simulada
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Se realizó el tratamiento de grupos de ratones de 2 meses de edad con Cx32 

inactivada (KO), un modelo de CMT1X, con el vector terapéutico (completo) o de 

control negativo (simulado) y se examinó la fuerza motora de los ratones a los 4 y 6 

meses de edad. El grupo tratado completamente mostró una mejora significativa de la 

fuerza muscular en ambos puntos de tiempo en comparación con el grupo tratado de 

forma simulada (Figura 12 A y B). El grupo completamente tratado también mostró una 

mejora significativa con el tiempo después del tratamiento (Figura 12C), mientras que 

los ratones tratados de forma simulada no mostraron ninguna mejora.

Estudios electrofisiológicos en ratones Cx32 KO de 6 meses de edad tratados 

preventivamente frente a los tratados de forma simulada

En la Figura 13 se muestran los estudios electrofisiológicos en ratones Cx32 KO 

de 6 meses tratados (completos) y tratados de forma simulada con una mejora 

significativa de las velocidades de conducción del nervio ciático después del 

tratamiento de terapia génica. 

La Figura 13 muestra la mejora significativa de la velocidad de conducción del 

nervio ciático en ratones Cx32 KO tratados preventivamente con AAV9-Mpz-GJB1 

(vector completo) en comparación con los tratados con el vector simulado.

Estudios morfológicos en tejidos de nervios periféricos en ratones Cx32 KO de 6 

meses de edad tratados frente a los tratados de forma simulada

Los estudios morfológicos en tejidos de nervios periféricos en ratones Cx32 KO 

de 6 meses de edad tratados frente a los tratados de forma simulada. Se examinaron 

secciones semifinas de raíces lumbares anteriores (Figura 14), nervios ciáticos medios 

(Figura 15) y nervios motores femorales (Figura 16) y se cuantificó la relación de fibras 

mielinizadas de manera anormal, así como también el número de macrófagos en los 

grupos de ratones Cx32 KO tratados completamente en comparación con los tratados 

de forma simulada a la edad de 6 meses.

Como se muestra en cada una de las Figuras 14, 15 y 16, se encontraron menos 

fibras desmielinizadas (*) o remielinizadas (r) y menos macrófagos espumosos en los 

ratones tratados en comparación con los tratados de forma simulada. Esto es un 

indicativo de una mielinización mejorada y una reducción de la inflamación en el grupo 

tratado.

Ejemplo 11: Desarrollo de un vector terapéutico humanizado para tratar la 
CMT1X

Los vectores descritos en el Ejemplo 1 están controlados por el promotor de Mpz 

de rata. Para humanizar esta construcción y hacerla más adecuada para aplicaciones 
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clínicas, los inventores también han clonado una construcción Mpz-GJB1 humana 

(SEQ ID NO: 17) mediante el uso de un promotor hP0 humano (SEQ ID NO: 18) que 

pueden usarse para pruebas preclínicas de respuesta a la dosis y estudios de 

toxicidad y biodistribución en primates no humanos (NHP). La secuencia de P0 

humana se amplificó por PCR a partir de ADN genómico mediante el uso de 

cebadores para introducir las enzimas de restricción KpnI y AgeI. Los cebadores 

fueron: KpnhP0-F- 5’-AGGGGTACCGCCTGGCATAAAC-3’ (SEQ ID NO. 25) y 

AgehP0-R-5’- AATTTACCGGTGCTGGGGCAG-3’ (SEQ ID NO. 26). Después de la 

ligación de hP0, se cortó el ORF de Cx32 a partir de una construcción preexistente 

mediante el uso de BamHI y XhoI. Se ligó Cx32 en la construcción de transferencia de 

AAV y se confirmó el ensamblaje correcto del casete de expresión mediante mapeo de 

digestión de restricción y secuenciación directa.

También se generó un plásmido de vector simulado humanizado (Mpz-Egfp 

humano) para el uso como control (SEQ ID NO: 19).

Ejemplo 12: Desarrollo y análisis de expresión de un vector terapéutico 
para tratar la CMT4C

Se desarrolló una construcción mini-Mpz-SH3TC2.myc similar a las descritas en 

el Ejemplo 9 que usa el promotor derivado de rata mini Mpz de la SEQ ID NO. 5 

anterior, mediante el uso del inserto del gen SH3TC2 y con modificaciones adicionales 

en el segmento ITR-ITR (que incluye la eliminación de WPRE y el reemplazo de poliA 

con un poliA sintético mínimo) (68, 69) para permanecer dentro del límite aproximado 

de 4700 pb para permitir un empaquetado eficiente en el AAV9. La secuencia de este 

vector terapéutico se muestra en la SEQ ID NO: 20.

El análisis de la expresión de este vector terapéutico novedoso (mini-Mpz-

SH3TC2.myc) se realizó en grupos de ratones del modelo de CMT4C. Estos 

resultados complementan el desarrollo del vector promotor mínimo de Mpz que dirige 

la expresión del gen indicador descrito en el Ejemplo 9 anterior. 

La construcción novedosa AAV-miniMpz-SH3TC2.myc se produjo y empaquetó 

en el serotipo AAV9 que logra títulos de 5 x 1012 vg/ml . El vector (total de 1 x 1011 vg 

en un volumen de 20 μl) se suministró mediante inyección intratecal lumbar en ratones 

Sh3tc2-/- de 5 meses (n = 5) y se examinó la expresión 5 semanas después de la 

inyección en secciones de la raíz espinal lumbar y del nervio ciático bilateral fijados. 

La expresión de SH3TC2 se detectó en un porcentaje alto de las células de 

Schwann mielinizantes en todo el SNP, lo que incluye las raíces y los nervios ciáticos, 

en un aspecto granular perinuclear característico y ocasionalmente a lo largo de toda 
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la longitud de la célula de Schwann (Figuras 17A-F). La cuantificación del porcentaje 

de las células de Schwann inmunorreactivas a SH3TC2 mostró una tasa de expresión 

promedio del 54.67 % en las raíces lumbares y del 45.39 % en los nervios ciáticos 

(Figura 17G). 

Estos resultados indican que la construcción logró un buen nivel de expresión en 

las células de Schwann mielinizantes en todo el SNP. 

Ejemplo 13: Desarrollo de un vector terapéutico humanizado para tratar la 
CMT4C

Se modificó la construcción mini-Mpz-SH3TC2.myc (SEQ ID NO: 20) (como se 

describe en el Ejemplo 12 anterior) que es muy adecuada para pruebas preclínicas 

(debido a la inclusión de la versión mínima del promotor de Mpz de rata y la etiqueta 

myc en SH3TC2 para facilitar el análisis de expresión preclínico) para que sea más 

adecuado para la aplicación clínica (SEQ ID NO: 21). 

Se eliminó la etiqueta myc y se reemplazó la versión mínima del promotor de 

rata por la secuencia correspondiente del promotor de Mpz humano mínimo (SEQ ID 

NO: 22). Este vector puede usarse para las pruebas finales preclínicas de respuesta a 

la dosis y los estudios de toxicidad y biodistribución del NHP antes de pasar a las 

aplicaciones clínicas. También se generó un plásmido de vector simulado humanizado 

(miniMpz-Egfp humano) (SEQ ID NO: 23).
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Las modalidades de la invención se describirán ahora en los párrafos numerados 

siguientes: 

1. Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevención de una 

enfermedad asociada con las células de Schwann en un sujeto que lo necesite, en 

donde el vector viral comprende una primera secuencia de ácido nucleico que puede 

transcribirse en un primer polinucleótido y en donde el vector viral es un vector AAV. 

2. El vector viral para el uso del párrafo 1, en donde la expresión del primer 

polinucleótido está bajo el control de un promotor específico de las células de 

Schwann, opcionalmente un promotor específico de mielina. 
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3. El vector viral para el uso de los párrafos 1 o 2, en donde la expresión del 

primer polinucleótido está bajo el control del promotor de la proteína cero de mielina de 

longitud completa (Mpz), en donde el promotor de longitud completa es un promotor de 

la proteína cero de mielina de rata o humano de longitud completa. 

4. El vector viral para el uso de los párrafos 1-3, en donde la expresión del 

primer polinucleótido está bajo el control de un promotor que está entre 100 pb y 

1100 pb de longitud, en donde opcionalmente el promotor varía de 200 pb a 900 pb de 

longitud, 300 pb a 800 pb de longitud, 400 pb a 700 pb de longitud, en donde 

opcionalmente el promotor varía de 500 pb a 600 pb de longitud, en donde 

opcionalmente el promotor tiene una longitud de 410 pb. 

5. El vector viral para el uso del párrafo 4, en donde el promotor es un promotor 

específico de mielina de longitud completa o mínimo, opcionalmente un promotor 

mínimo de la proteína cero de mielina (Mpz), en donde opcionalmente el promotor 

tiene una secuencia con al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de 

secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22, opcionalmente al menos 80 %, u 

82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 

99 %, o 100 % de identidad de secuencia u homología de secuencia con la SEQ ID 

NO. 5 o la SEQ ID NO. 22.

6. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde el vector tiene la capacidad de transducir las células de Schwann. 

7. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde el vector no se integra en el genoma de la célula huésped. 

8. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde el vector AAV se selecciona del grupo que comprende: AAV9 y AAVrh10. 

9. El vector viral para el uso del párrafo 8, en donde el vector AAV es un AAV9. 

10. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores en 

donde el primer polinucleótido codifica y se traduce en un primer polipéptido o 

proteína. 

11. El vector viral para el uso del párrafo 10 en donde el primer ácido nucleico 

comprende:

a) una secuencia de tipo salvaje o beneficiosa terapéuticamente de un gen 

asociado con neuropatía, del grupo que comprende o consiste en uno cualquiera de 

los siguientes genes: el gen de unión en hendidura beta 1 (GJB1); el dominio SH3 y 

repeticiones tetratricopeptídicas 2 (SH3TC2); la proteína 22 de mielina periférica 

(PMP22); la proteína cero de mielina (MPZ); la respuesta de crecimiento temprano 2 
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(EGR2); la proteína asociada con la diferenciación inducida por gangliósidos 1 

(GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1) u otros genes asociados con la 

neuropatía desmielinizante y la disfunción de las células de Schwann; o

b) una secuencia con al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de 

secuencia, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 

92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con una secuencia de tipo salvaje de un gen asociado con 

neuropatía, por ejemplo, uno de los siguientes genes: gen de unión en hendidura beta 

1 (GJB1); el dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptídicas 2 (SH3TC2); proteína 22 

de mielina periférica (PMP22); proteína cero de mielina (MPZ); la respuesta de 

crecimiento temprano 2 (EGR2); proteína asociada con la diferenciación inducida por 

gangliósidos 1 (GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1) u otros genes 

asociados con la neuropatía desmielinizante y la disfunción de las células de 

Schwann; 

en donde opcionalmente el primer ácido nucleico comprende una secuencia con 

al menos 75 % de homología de secuencia o identidad de secuencia con las SEQ ID 

NO. 6-12, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 

92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con las SEQ ID NO. 6-12. 

12. El vector viral para el uso de los párrafos 10 u 11 en donde el primer ácido 

nucleico comprende la forma de tipo salvaje del marco de lectura abierto (ORF) o 

ADNc que se transcribe en un primer polinucleótido que codifica uno o más 

polipéptidos, seleccionados opcionalmente del grupo que comprende o consiste en: 

conexina-32 (Cx32); el dominio SH3 y repeticiones tetratricopeptídicas 2 (SH3TC2); la 

proteína 22 de mielina periférica (PMP22); la proteína cero de mielina (MPZ); la 

respuesta de crecimiento temprano 2 (EGR2); proteína asociada con la diferenciación 

inducida por gangliósidos 1 (GDAP1); regulado aguas abajo de N-Myc 1 (NDRG1). 

13. El vector viral para el uso de los párrafos 10-11 en donde el primer ácido 

nucleico comprende el marco de lectura abierto (ORF) de tipo salvaje del gen de unión 

en hendidura beta 1 (GJB1). 

14. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos 1-13 en donde el 

vector es capaz de conducir la expresión a partir del primer polinucleótido, 

opcionalmente conducir la expresión de un primer polipéptido, en donde 
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opcionalmente el primer polipéptido es la proteína conexina 32 (Cx32), opcionalmente 

Cx32 de tipo salvaje. 

15. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos 1-10 en donde el 

primer polinucleótido codifica uno o más de los siguientes: un factor trófico (por 

ejemplo, BDNF, GDNF, NT-3, VEGF), un factor regenerativo (por ejemplo 

Angiogenina, Oct-6, Egr2, Sox-10), un factor de crecimiento (por ejemplo, IGF). 

16. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde la administración del vector viral da como resultado una expresión de una 

primera proteína del primer polinucleótido que conduce a una del funcionamiento de 

las células de Schwann y/o un aumento de la formación de la vaina de mielina. 

17. El vector viral para el uso de los párrafos 1-9, en donde el primer 

polinucleótido no codifica un polipéptido, en donde opcionalmente el primer 

polinucleótido es un ARN no codificante. 

18. El vector viral para el uso del párrafo 17, en donde el ARN no codificante es 

un ARN en horquilla corta (ARNhc); microARN (miARN); ARN guía (ARNg). 

19. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos 17 o 18, en 

donde cuando el vector viral está en un organismo diana, la expresión del ARN no 

codificante causa una reducción en la expresión de un polinucleótido diana, en donde 

opcionalmente el polinucleótido diana es un gen ubicado en un organismo diana, 

ubicado opcionalmente en una célula en un organismo diana. 

20. El vector viral para el uso del párrafo 19, en donde la expresión o 

sobreexpresión del polinucleótido diana en un organismo diana se considera asociada 

con una enfermedad asociada con las células de Schwann, en donde opcionalmente la 

enfermedad es una neuropatía desmielinizante dominante (CMT1), en donde 

opcionalmente el polinucleótido diana es un alelo mutado de la proteína cero de 

mielina (Mpz/P0) y la enfermedad asociada con las células de Schwann es la CMT1B, 

o en donde el polinucleótido diana es otro gen dominante asociado con la CMT1.

21. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos 17-20, en donde 

la administración del vector viral da como resultado una mejora del funcionamiento de 

las células de Schwann y/o un aumento de la formación de la vaina de mielina. 

22. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde la enfermedad asociada con las células de Schwann causa la destrucción y/o la 

formación reducida de la vaina de mielina por las células de Schwann. 

23. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, 

donde la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en: enfermedad de 
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Charcot-Marie-Tooth (CMT); neuropatía hereditaria con riesgo de parálisis por presión 

(HNPP); neuropatías periféricas diabéticas y otras tóxicas; enfermedad de la neurona 

motora (MND). 

24. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde la enfermedad es la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT). 

25. El vector viral para el uso del párrafo 24, en donde la enfermedad se 

selecciona de: Charcot-Marie-Tooth tipo 1X (CMT1X); Charcot-Marie-Tooth tipos 1A-

1F (CMT1A-1F); Charcot-Marie-Tooth tipos 4A-4H (CMT4A-4H). 

26. El vector viral para el uso del párrafo 25, en donde la enfermedad es 

Charcot-Marie-Tooth tipo 1X (CMT1X). 

27. El vector viral para el uso del párrafo 25, en donde la enfermedad es 

Charcot-Marie-Tooth tipo 4C (CMT4C). 

28. El vector viral para el uso de los párrafos 16 o 21, en donde la función 

mejorada da como resultado un aumento de la formación de la vaina de mielina por las 

células de Schwann en comparación con la formación de la vaina de mielina por las 

células de Schwann en el sujeto antes del tratamiento. 

29. El vector viral para el uso del párrafo 28, en donde el aumento de la 

formación de vaina de mielina por las células de Schwann conduce a una mejora en 

uno cualquiera o más de los siguientes parámetros:

a) fuerza muscular;

b) velocidad de conducción del nervio ciático; y/o

c) respuesta de biomarcadores sanguíneos, 

en comparación con el sujeto antes del tratamiento. 

30. El vector viral para el uso del párrafo 28 o 29, en donde la formación 

mejorada de la vaina de mielina por las células de Schwann conduce a una 

mielinización mejorada de los nervios periféricos. 

31. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde el AAV se administra al sujeto mediante inyección intratecal o inyección 

intravenosa, preferentemente en donde el AAV se administra mediante inyección 

intratecal. 

32. El vector viral para el uso del párrafo 31 en donde el AAV se administra 

mediante una de las siguientes vías: inyección intratecal lumbar; inyección intratecal 

torácica; inyección intratecal cervical. 

33. El vector viral para el uso del párrafo 32, en donde el vector viral se 

administra mediante inyección intratecal lumbar. 
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34. El vector viral para el uso de los párrafos 31-33, en donde el AAV se 

administra mediante una inyección intratecal única. 

35. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde el sujeto que lo necesita es un sujeto humano. 

36. Un vector viral como se define en cualquiera de los párrafos anteriores. 

37. Una célula que se ha transducido con un vector viral como se define en 

cualquiera de los párrafos anteriores, en donde opcionalmente la célula es una célula 

de Schwann. 

38. Un promotor mínimo específico de mielina, en donde el promotor mínimo 

específico de mielina tiene una homología de secuencia con al menos 75 % de 

homología de secuencia o identidad de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID 

NO. 22, opcionalmente al menos 80 %, u 82 %, u 84 %, u 86 %, u 88 %, o 90 %, o 

92 %, o 94 %, o 96 %, o 97 %, o 98 %, o 99 %, o 100 % de identidad de secuencia u 

homología de secuencia con la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22. 

39. Un promotor mínimo específico de mielina que comprende o consiste en la 

secuencia de la SEQ ID NO. 5 o la SEQ ID NO. 22. 

40. Una construcción polinucleotídica que comprende una primera secuencia de 

ácido nucleico que es un promotor específico de las células de Schwann, 

opcionalmente un promotor específico de mielina, que comprende opcionalmente el 

promotor de la proteína cero de mielina (Mpz) o un promotor mínimo específico de 

mielina como se define en los párrafos 38 o 39, unido operativamente a una segunda 

secuencia de ácido nucleico, en donde el segundo ácido nucleico se transcribe en un 

primer polinucleótido y en donde la segunda secuencia de ácido nucleico: a) es el 

marco de lectura abierto o ADNc u otros elementos de un gen; o b) se transcribe en un 

ARN no codificante. 

41. Un vector viral que comprende el promotor mínimo específico de mielina de 

acuerdo con cualquiera de los párrafos 38 o 39 o la construcción polinucleotídica del 

párrafo 40. 

42. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos 1-35 o el vector 

viral de los párrafos 36 o 41, en donde el vector tiene la capacidad de transducir las 

células de Schwann. 

43. El vector viral para el uso de uno cualquiera de los párrafos anteriores, en 

donde el vector no se integra en el genoma de la célula huésped. 

44. Un vector viral de acuerdo con uno cualquiera de los párrafos 42 o 43 que 

comprende: 



99

a) un AAV, en donde opcionalmente el vector AAV es un AAV9;

b) un vector AAV-Mpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor de la 

proteína cero de mielina (Mpz) y el gen indicador de EGFP; 

c) un vector AAV9-Mpz-GJB1 que comprende un vector AAV9, el promotor de la 

proteína cero de mielina (Mpz) y el marco de lectura abierto (ORF) del gen de unión en 

hendidura beta 1 (GJB1); 

d) un vector AAV9-miniMpz.Egfp que comprende un vector AAV9, el promotor 

mínimo de la proteína cero de mielina (miniMpz) y el gen indicador de EGFP;

e)un vector AAV9-Mpz-GJB1 humano que comprende un vector AAV9, el 

promotor de la proteína cero de mielina humana de longitud completa (hP0) y el marco 

de lectura abierto (ORF) del gen de unión en hendidura beta 1 (GJB1) (SEQ ID NO. 

17);

f) un vector AAV9-Mpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, el 

promotor de la proteína cero de mielina humana de longitud completa (hP0) y el gen 

indicador de EGFP (SEQ ID NO. 19);

g) un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2.myc.ITR que comprende un vector AAV9, 

un promotor mínimo de la proteína cero de mielina de rata (Mpz) y el marco de lectura 

abierto (ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 20);

h) un vector AAV9-miniMpz-SH3TC2 humano que comprende un vector AAV9, 

un promotor mínimo de la proteína cero de mielina humano (hP0) y el marco de lectura 

abierto (ORF) del gen SH3TC2 (SEQ ID NO. 21); o

i) un vector AAV9-miniMpz-Egfp humano que comprende un vector AAV9, un 

promotor mínimo de la proteína cero de mielina humano (hP0) y el gen indicador de 

EGFP (SEQ ID NO. 23).

45. Una composición farmacéutica que comprende el vector viral de uno 

cualquiera de los párrafos anteriores. 

46. La composición farmacéutica del párrafo 45, en donde la composición 

comprende una cantidad apropiada del vector viral y además comprende un portador 

y/o excipiente aceptable farmacéuticamente. 

47. Uso de un vector viral de acuerdo con cualquiera de los párrafos anteriores 

en un método de fabricación de un medicamento para el tratamiento o la prevención 

de una enfermedad asociada con las células de Schwann, en donde opcionalmente la 

enfermedad causa destrucción y/o formación reducida de la vaina de mielina por las 

células de Schwann, en donde opcionalmente la enfermedad es la enfermedad de 

Charcot-Marie-Tooth. 
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48. Un vector viral o construcción polinucleotídica de acuerdo con cualquiera de 

los párrafos anteriores para el uso en un sistema CRISPR/Cas9, en donde el vector 

viral o polinucleótido comprende uno cualquiera o más de: 

a) un polinucleótido que codifica un ARN guía único (ARNgu) que se dirige a un 

gen de interés; 

b) un polinucleótido que codifica un polipéptido Cas9;

c) un polinucleótido que codifica un polipéptido de interés. 

49. Un vector viral de acuerdo con cualquiera de los párrafos anteriores, para el 

uso en un método de marcaje de las células de Schwann, por ejemplo, marcaje con 

proteína fluorescente, por ejemplo, la proteína verde fluorescente (GFP) o la proteína 

verde fluorescente mejorada (EGFP), u otra proteína no fluorescente indicadora, en 

donde opcionalmente el marcaje de las células de Schwann puede usarse en un 

método de diagnóstico de una enfermedad asociada con las células de Schwann.

50. Un vector viral de acuerdo con uno cualquiera de los párrafos 1-43, para uso 

en un método en donde se induce a las células de Schwann a diferenciarse en un tipo 

celular alternativo (por ejemplo, oligodendrocitos, astrocitos o neuronas).

51. Un vector viral de acuerdo con uno cualquiera de los párrafos 1-43, para uso 

en un método de estimulación de las células de Schwann para apoyar la regeneración 

en un sujeto que lo necesite, opcionalmente después de una lesión o trauma. 

52. Un kit para el uso en la prevención o el tratamiento de una enfermedad 

asociada con las células de Schwann, tras marcar las células de Schwann o regenerar 

las células de Schwann, en donde el kit comprende uno o más de: 

a) un vector viral como se define en cualquiera de los párrafos anteriores;

b) una construcción polinucleotídica como se define en el párrafo 40;

c) un vector viral;

d) un vector viral que comprende la construcción polinucleotídica como se define 

en el párrafo 40;

e) un portador y/o excipiente aceptable farmacéuticamente;

f) una jeringa de un solo uso, por ejemplo una jeringa de un solo uso adecuada 

para inyección lumbar intratecal;

g) instrucciones de uso. 

53. Un kit de acuerdo con el párrafo 50, en donde el kit comprende más de un 

vector viral como se define en uno cualquiera de los párrafos anteriores, en donde 

opcionalmente el kit comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 vectores virales diferentes 

como se define en cualquiera de los párrafos anteriores. 
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54. Un vector viral para el uso en el tratamiento o la prevención de una 

enfermedad asociada con las células de Schwann en un sujeto que lo necesite, en 

donde el vector viral comprende una primera secuencia de ácido nucleico que puede 

transcribirse en un primer polinucleótido, y en donde la expresión de dicho primer 

polinucleótido está bajo el control de un promotor mínimo específico de mielina, que 

opcionalmente comprende o consiste en la secuencia definida en la SEQ ID NO. 5 o la 

SEQ ID NO. 22, en donde opcionalmente el vector viral es un vector AAV.

Debe entenderse que para los expertos en la técnica serán evidentes varios 

cambios y modificaciones de las modalidades preferidas actualmente descritas en la 

presente descripción. Dichos cambios y modificaciones pueden realizarse sin 

apartarse del espíritu y alcance de la presente invención y sin disminuir las ventajas 

que se pretenden tener. Por lo tanto, se pretende que dichos cambios y modificaciones 

estén cubiertos por las siguientes reivindicaciones.


