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La Mucopolisacaridosi tipus IIIA (MPSIIIA) o Síndrome de Sanfilippo és una 

malaltia d’acumulació lisosòmica (o Lysosomal Storage Disease, LSD) d’herència 

autosòmica recessiva, causada per la deficiència de l’enzim sulfamidasa (Sgsh). Aquesta 

sulfatasa està involucrada en la degradació del glicosaminoglicà (GAG) heparan sulfat, 

el qual s’acumula als lisosomes de les cèl·lules. Els signes i símptomes clínics de la 

MPSIIIA es caracteritzen per una severa neurodegeneració juntament amb unes 

alteracions somàtiques més lleugeres que provoquen la mort durant l’adolescència. 

Actualment no hi ha cap teràpia efectiva aprovada pel tractament d’aquesta malaltia. 

En primer lloc, es va dur a terme una sèrie d’estudis per tal de determinar l’eficàcia 

terapèutica de l’administració a dins la cisterna magna d’un virus adenoassociat (o 

Adenoassociated Vector, AAV) de serotip 9 codificant per a la sulfamidasa en un model 

murí de la malaltia, el ratolí MPSIIIA. L’administració del vector va resultar en un 

increment de l’activitat sulfamidasa a tot l’encèfal, que va ser al voltant d’un 40% de 

l’activitat present al cervell d’un animal sa. Aquest increment de sulfamidasa va portar a 

una normalització del contingut de GAGs i de la patologia lisosòmica a tot el cervell. 

Cal destacar especialment la completa correcció de la neuroinflamació, característica 

d’aquest model animal i de la MPSIIIA humana. D’altra banda, es va verificar un 

augment de l’activitat sulfamidasa al fetge i al sèrum dels animals tractats, augment 

relacionat amb el fet que els vectors drenen des del Líquid Cefaloraquidi (LCR) cap a la 

sang i arriben a transduir el fetge. Aquest augment de la sulfamidasa circulant va 

resultar en la reducció de l’acumulació de GAGs fins a nivells normals a la majoria dels 

teixits analitzats. Finalment, el tractament va aconseguir corregir els dèficits de 

comportament dels animals MPSIIIA i va perllongar considerablement la seva 

supervivència, que va ser similar a la d’animals sans. A més a més d’aquest estudis, es 

va realitzar un exhaustiu estudi de dosi-resposta per tal de determinar la mínima dosi 

terapèutica necessària per contrarestar la malaltia, i així com també la màxima edat de 

tractament que permet assolir eficàcia terapèutica abans que la malaltia no provoqui 

danys irreversibles. Els resultats d’aquesta part han constituït la base de l’atorgament 

l’any 2011 de la condició de medicament orfe per part de l’Agència Europea del 

Medicament i la Food and Drug Administration a l’AAV9-sulfamidasa. 

La segona part de l’estudi es va centrar en demostrar l’escalabilitat de 

l’aproximació a models animals grans, pas fonamental per a la translació d’aquesta 
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teràpia cap a la clínica en pacients. Així doncs, es va avaluar en gossos la distribució del 

vector a tot el Sistema Nirviós Central (SNC), Sistema Nerviós Perifèric (SNP) i en 

òrgans somàtics. A més a més, es va avaluar l’efecte sobre l’eficiència de transducció 

del vector segons la velocitat d’infusió i la ruta d’administració. Finalment, es va 

demostrar l’eficient producció i secreció de sulfamidasa al LCR dels animals tractats 

amb vector codificant per a l’enzim, així com la seguretat del tractament desprès d’un 

seguiment de >16 mesos. 

Els anticossos neutralitzants (o neutralyzing antibodies, NAbs) dirigits contra el 

vector viral suposen la principal limitació per a l’eficàcia de la transferència gènica. Per 

tant, l’última part d’aquesta tesi va avaluar l’impacte de la immunitat humoral anti-

AAV en l’eficiència de transducció dels vectors AAV9 quan són administrats 

directament al LCR. Primer es va dur a terme un estudi per analitzar la distribució dels 

NAbs a través de la barrera hemato-encefàlica en individus sans i afectats per la 

MPSIIIA, així com també en tots el gossos tractats. Així es va confirmar la distribució 

asimètrica dels anticossos, presents a títols molt més baixos al LCR respecte el sèrum. 

Aquests resultats van concordar amb l’observació de l’eficient transducció del SNC i 

del PNS en gossos amb immunitat anti-AAV prèvia quan se’ls administrava el vector 

directament al LCR, tot i que, com caldria esperar, es va perdre l’eficàcia en teixits 

perifèrics. Tenint en compte que la MPSIIIA és una malaltia predominantment 

neurodegenerativa, aquest resultats indiquen que es podrien tractar pacients amb 

anticossos neutralitzants.  

Tots aquests resultats constitueixen la base preclínica per a la translació cap a la 

clínica de l’administració al líquid cefaloraquidi d’AAV9-sulfamidasa com a tractament 

per a la MPSIIIA, com també per altres LSDs amb afectació, principalment, del SNC. 
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1. MALALTIES D’ACUMULACIÓ LISOSÒMICA 

Les malalties d’acumulació lisosòmica (Lysosomal Storage Disease, LSD) són un 

grup de malalties rares que es caracteritzen per l’acumulació de productes no degradats 

als lisosomes, com a conseqüència de la deficiència d’un enzim lisosòmic. La primera 

LSD que es va descriure l’any 1882 va ser la malaltia de Gaucher, seguit del 

descobriment de la malaltia de Fabry el 1898. Durant la dècada dels anys 50-60, es va 

identificar un nou orgànul al citoplasma cel·lular que es va anomenar lisosoma (De 

Duve, 1955). Aquest fet va permetre relacionar per primera vegada la malaltia de 

Pompe, deficiència de l’àcid α-glucosidasa, com a una LSD provocada per l’absència de 

l’activitat d’un enzim present al lisosoma (Hers, 1963). 

 

1.1.  Lisosomes i enzims lisosòmics 

Els lisosomes són vesícules intracel·lulars amb pH interior àcid integrades al 

sistema dinàmic endo-lisosòmic que s’encarreguen de la internalització, reciclatge, 

transport i degradació, tant de components cel·lulars com extracel·lulars. Contenen més 

de 50 hidrolases àcides capaces de degradar qualsevol tipus de biomolècules: proteïnes, 

àcids nucleics, carbohidrats, lípids i restes cel·lulars. Aquests enzims només són actius a 

l’ambient àcid present al lisosoma (pH 5), el qual es manté gràcies a una bomba de 

protons dirigida per ATP que internalitza protons a l’interior del lisosoma. D’aquesta 

manera, la cèl·lula presenta un mecanisme de seguretat que evita l’atac del propi 

sistema de degradació a la seva maquinària cel·lular, tot impedint l’activació dels 

enzims lisosòmics a entorns no-acídic com el citoplasma. El sistema endo-lisosòmic 

està format per endosomes i lisosomes que es diferencien en el seu grau d’acidificació i 

els nivells de proteïna lisosòmica associada a la membrana tipus 1 i 2 (Lysosomal 

Associated-Membrane Protein 1 and 2, o LAMP1 i LAMP2) (Platt, 2012). Per tant, els 

enzims lisosòmics actuen de forma òptima a l’ambient àcid present al lisosoma, tot i que 

també poden tenir certa capacitat de degradació als endosomes, un ambient menys 

acidificat. 

Els enzims lisosòmics se sintetitzen al reticle endoplasmàtic rugós i seguidament 

entren al reticle endoplasmàtic llis gràcies a la seqüència senyal N-terminal (Vellodi, 

2005). En aquest punt, els enzims són N-glicosilats i se’ls elimina la senyal N-terminal 
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(Vellodi, 2005). Després, es dirigeixen cap a l’aparell de Golgi on, aquells enzims que 

ho ne cessitin, adquireixen la se nyal manosa-6-fosfat ( o Mannose-6-Phosphate, M6P) 

gràcies a l’acció seqüencial de la fosfotransferasa i la diesterasa (Reitman, 1981; Varki, 

1981; W aheedl, 1981 ) (Figura 1 ). Aleshores, e l receptor M6P /IGF II (Insuline-like 

Growth Fac tor II o F actor de C reixement sim ilar a la  Insulina Tipus II), ubicat 

principalment a les vesícules acídiques adjacents a l’aparell de Golgi i en menor  

proporció a la xarxa trans-Golgi i la membrana plasmàtica (Griffiths, 1988), s’uneix a la 

senyal M6P  de ls enzims li sosòmics per diri gir-los correctament c ap a ls lisosomes 

(Hickman, 1972)  (F igura 2) . Cal tenir en c ompte que no tot s e ls enzims lisosòmics 

utilitzen la via depenent de  la senyal M6P pe r arribar al lisosoma, sinó que uti litzen 

d’altres mecanismes com: (i) la pr oteïna lisosòmica integral de membr ana ti pus 2 ( o 

Lysosomal Inte gral-Membrane Protein  2, LIMP2), un receptor que dirige ix la 

glucocerebrosidasa a ls lisosomes; o bé  (ii) la sortil ina, un receptor mul tifuncional que 

s’uneix a diferents lligands, com les proteïnes a ctivadores i les catepsines que són 

proteïnes necessàries pel funcionament d’alguns enzims lisosòmics (Reczek, 2007; 

Lefrancois, 2003; C anuel, 2008 ). Independentment de la via uti litzada, e l complex 

receptor-proteïna arriba al lisosoma, on e l pH àcid en provoca la seva diss ociació 

(Gonzalez-Noriega, 198 0). Finalment, e ls e nzims li sosòmics se sotm eten als últ ims 

passos de  maduració al li sosoma mitjançant processos de pr oteòlisis, plegament i 

agregació per tal de ser enzims plenament funcionals. 

 

 

Figura 1. Formació de l’etiqueta M6P per dirigir els enzims als li sosomes. En primer lloc, actua la 
fosfotransferasa que s’encarrega de la f osforilació de la p osició 6 de la m anosa. C onsecutivament, la 
diesterasa trencarà l’enllaç fosfodièster entre el grup fosfat i la N-acetilglucosamina (Adaptat de Vellodi, 
2005).  
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Tot i que la majoria d’enzims lisosòmics es dirigeixen correctament a ls lisosomes, 

una petita part segueix la via clàssica de processament de proteïnes de secreció, és a dir, 

les hidrolases es diri geixen des de l’aparell de Golgi directament cap al medi  

extracel·lular (Figura 2A). Per altra banda, els receptors que ja han dut  els enzims als 

lisosomes es reciclen cap a l’aparell de Golgi per recollir-ne de nous, tot i que una part 

d’aquests receptors es dirigeixen cap a la  membrana plasmàtica on poden internalitzar 

enzims lisosòmics provinents de l’exterior cel·lular (Figura 2A) . Aq uest fenomen 

permet l’anomenada correcció creuada on, el subministrament d’enzims lisosòmics de 

forma exògena o b é la  modificació genètica d’una cèl·lula com a font productora i 

secretora de l’enzim lisosòmic deficient, permet la recaptació de l’enzim per part de les 

cèl·lules veïnes mitjançant els receptors M6P de la membrana plasmàtica (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Tràfic dels enzims lisosòmics a dins la cèl·lula. (A, B) Representació de la síntesi i tràfic de 
l’enzim li sosòmic s ulfamidasa a una cè l·lula s ana (A) i a una altra amb la deficiència d’un enzim 
lisosòmic (B). 
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El material que s’encarreguen de degradar els lisosomes pot ser tant extracel·lular 

com intracel·lular. El material extracel·lular entra a dins la cèl·lula mitjançant 

endocitosi o fagocitosi depenent de la naturalesa de la molècula. L’endocitosi dirigida 

per receptor és el mètode principal d’entrada del material biològic extracel·lular unint-

se de forma específica a receptors de la superfície cel·lular tot formant els endosomes 

(Goldstein, 1985). Per altra banda, la majoria de microorganismes i restes cel·lulars 

entren mitjançant fagocitosis, gràcies a la creació d’una invaginació per part de la 

membrana plasmàtica per tal d’internalitzar-los. Finalment, el material intracel·lular es 

capta mitjançant la formació de membranes a l’interior de la cèl·lula que segresten 

regions del citosol que contenen proteïnes desnaturalitzades, lípids, carbohidrats, i 

orgànuls vells o danyats amb la finalitat de crear un autofagosoma. En últim terme, les 

diferents vesícules que contenen material biològic divers s’acaben fusionant amb els 

lisosomes, orgànul on es duu a terme el procés de degradació de les molècules per part 

dels enzims lisosòmics (Vellodi, 2005). 

 

1.2. Malalties d’acumulació lisosòmica 

Tal com s’ha mencionat anteriorment, les malalties d’acumulació lisosòmica són un 

grup de malalties metabòliques hereditàries rares causades per la mutació dels gens 

codificants pels enzims lisosòmics, els quals poden ser proteïnes solubles, 

transportadores o bé integrals de membrana. La deficiència enzimàtica provoca 

l’acumulació de determinades macromolècules no degradades, com els esfingolípids, els 

glicosaminoglicans (GAGs), les glicoproteïnes, el glicogen, etc., a dins dels lisosomes 

de diversos teixits i òrgans. A més, en la majoria de casos també s’acumulen productes 

secundaris d’altres vies metabòliques que estan alterades a causa del mal funcionament 

dels lisosomes. Habitualment, una única deficiència enzimàtica és la causa principal de 

la majoria de LSDs. No obstant això, l’absència d’un activador comú de diversos 

enzims lisosòmics pot provocar la pèrdua de diverses activitats enzimàtiques. Per 

exemple, el Dèficit de Sulfatasa Múltiple provoca una pèrdua de totes les activitats 

sulfatases a causa de la manca del factor modificador de les sulfatases tipus 1 (o 

Sulfatase-Modifying Factor 1, SUMF1), activador comú del centre actiu de les 

sulfatases (Cosma, 2003). 
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Totes les malalties d’acumulació lisosòmica són monogèniques, autosòmiques i  

recessives, e xcepte la Síndrome de  Fabry i la Mucopolisacaridosi (MPS) ti pus II (o 

Síndrome de  Hunter) que tene n un a he rència lligada al cromosoma X. A t otes les  

regions estudiades, s’ha detectat una incidència molt baixa de  cada ti pus de mal altia, 

però si es tracten c om a conjunt la incidè ncia és relativament alta c omparada a mb 

d’altres grups de malalties rares (Parenti, 2013). Per les LSDs, s’ha calculat que la 

incidència es troba a l voltant de 1 e n cada 5000 naixements (Fuller, 2006) . L’estudi i 

predicció de l’evolució clínica d’aquestes malalties és complicat a causa del poc nombre 

de pacients i la gran diversitat de mutacions presents a cada malaltia. 

 

1.2.1. Classificació de les LSDs 

Avui en dia, s’han identificat més de cinquanta LSDs que es classifiquen segons les 

propietats químiques del substrat acumulat. D’aquesta manera, aquest tipus de 

classificació associa mal alties que a cumulen el mateix pr oducte no-degradat, i solen 

presentar una simptomatologia bastant similar. La Taula 1  presenta la c lassificació de 

les diferents LSDs. 

 

Taula 1. Classificació de les malalties d’acumulació lisosòmica. (Part I) 

 

 

Adaptada de Wilcox, 2004, i Futerman, 2004. 



 Introducció 

 
-10- 

 

Taula 1. Classificació de les malalties d’acumulació lisosòmica. (Part II) 
 

 

Adaptada de Wilcox, 2004, i Futerman, 2004.  
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Taula 1. Classificació de les malalties d’acumulació lisosòmica. (Part III)

 

Adaptada de Wilcox, 2004, i Futerman, 2004. 

 

 

1.2.2. Simptomatologia, diagnòstic i tractament de les LSDs 

Les LSDs presenten una e levada h eterogeneïtat clínica com a conseqüència de la  

funció proteica afectada per la mutació subjacent, el tipus de material acumulat i el tipus 

cel·lular on s’acumulen els productes no degradats (Platt, 2012). A més a més, dins d’un 

mateix tipus o subtipus de malaltia pot variar molt l’edat d’aparició com també  la 

severitat dels símptomes c línics en funció de  la mutació que  porti el pacient i e l grau 

d’activitat residual de la proteïna mutada. En  general, la major ia de recent nascuts 

afectats per al guna LSD no presenten cap sí mptoma, ja que se solen desenvolupar 
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durant els primers anys de vida. Ara bé, hi ha alguns tipus de LSDs on la manifestació 

de les primeres característiques clíniques succeeix durant l’edat adulta (Spada, 2006; 

Nixon 2008; Shapiro, 2008). Els fenotips dels pacients són bastant complexos a causa 

de la combinació de les manifestacions neurològiques com també somàtiques, tot i que 

no totes les LSDs tenen afectació al sistema nerviós central (SNC). El grau de severitat 

de les manifestacions neurològiques difereix segons l’efecte dels metabòlits acumulats a 

les diferents poblacions neuronals i la seva vulnerabilitat (Platt, 2012). Per tant, aquest 

tipus de pacient són un gran repte pels pediatres que els tracten a causa de l’aspecte 

multidisciplinar, la manca de predicció de l’evolució clínica i el grau de severitat de la 

malaltia present a cada pacient. 

El diagnòstic es realitza gràcies a l’aparició dels primers símptomes clínics que 

suggereixen algun tipus de LSD. Com que són malalties poc freqüents i amb una gran 

variabilitat clínica, moltes vegades és difícil arribar al diagnòstic definitiu. Ara bé, el 

primer pas consisteix en la detecció en orina d’elevats nivells d’algun producte no 

degradat causat per alguna LSD. Per tal d’obtenir el diagnòstic definitiu, és necessari 

mesurar l’activitat enzimàtica de la LSD de la qual se’n té sospita. 

La majoria de LSDs no tenen cap teràpia efectiva. El tractament dels pacients 

consisteix en teràpies pal·liatives o de suport. Ara bé, la investigació preclínica 

d’estratègies terapèutiques dirigides a la correcció de la deficiència enzimàtica ha 

permès el descobriment de noves aproximacions eficaces pel tractament de les LSDs. 

La majoria d’aquestes aproximacions consisteixen en incrementar els nivells d’enzim 

deficient al teixits i cèl·lules dels pacients afectats per reduir l’acumulació de metabòlits 

i millorar-ne el quadre clínic. La teràpia de substitució enzimàtica (o Enzyme 

Replacement Therapy, ERT), la qual consisteix en l’administració de l’enzim 

recombinant per via intravenosa, ja s’està comercialitzant per a la MPS I, II i VI, com 

també per a les malalties de Fabry, Gaucher i Pompe (Valenzano, 2011). Ara bé, 

l’enzim recombinant no és capaç de creuar la Barrera Hematoencefàlica (BHE) per 

tractar les afectacions neurològiques de la majoria de LSDs. Per aquest motiu, es va 

desenvolupar una nova teràpia basada en l’ERT directa al Líquid Cefaloraquidi (LCR) a 

través d’un dispositiu intratecal per algunes LSDs, com per exemple la MPSIIIA 

(NCT01155778, NCT01299727 i NCT02060526, clinicaltrials.gov). Tot i això, és 

necessari la investigació de noves teràpies per superar aquesta limitació biològica. 



 Introducció 

 
-13- 

 

Actualment, hi ha molts estudis prometedors pel tractament de les LSDs com el 

transplantament de cèl·lules hematopoètiques, la teràpia gènica, l’ús de xaperones, la 

teràpia de reducció de substrat, entre molts d’altres. Algunes aproximacions 

terapèutiques ja han arribat a la fase clínica amb èxit, com per exemple, el 

transplantament de cèl·lules hematopoètiques modificades amb lentivirus ex vivo pel 

tractament de la leucodistròfia metacromàtica o la malaltia de Wiskott-Aldrich (Biffi, 

2013; Aiuti, 2013).  
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2. MUCOPOLISACARIDOSI TIPUS IIIA 

La Síndrome de Sanfilippo, o Mucopolisacaridosi tipus III, va ser descrita per 

primera vegada l’any 1963 pel pediatre Sylvester Sanfilippo. Durant el seu doctorat, va 

detectar 8 infants amb retard mental que presentaven l’increment d’un únic compost, 

Heparan Sulfat (HS), respecte a una trentena de pacients amb MPSI o MPSII els quals 

acumulaven dos compostos (HS i condroitin sulfat). Els pacients d’aquesta nova 

malaltia també patien una patologia somàtica lleugera amb la presència d’hepatomegàlia 

i alguns problemes ossis. 

Més endavant, es va detectar que la Síndrome de Sanfilippo tenia diversos subtipus 

segons l’enzim deficient (Kresse, 1971). El 1972 es va descobrir l’enzim deficient en la 

Síndrome de Sanfilippo A, una heparan sulfat sulfatasa, que causava l’acumulació d’HS 

altament N-sulfatat (Kresse, 1972). Amb el pas del temps, la MPSIII es va acabar 

classificant en quatre subtipus diferents segons la deficiència enzimàtica involucrada en 

la degradació de l’HS, producte d’acumulació comú a totes les MPSIII. Aquests 

subtipus són: MPSIIIA, causat per la deficiència en la N-sulfoglucosamina 

sulfohidrolasa o sulfamidasa (Sgsh) (Kresse, 1972); MPSIIIB, en l’α-N-

acetilglucosaminidasa (von Figura, 1972); MPSIIIC, en l’heparan-α-glucosaminida N-

acetiltransferasa (Klein, 1978) i la MPSIIID, deficient en l’N-acetil-glucosamina-6-

sulfatasa (Kresse, 1980). Recentment, s’ha descobert que la deficiència enzimàtica de la 

N-sulfoglucosamina 3-O-sulfatasa en un model de ratolí provoca l’acumulació d’HS i 

resultaria en una possible MPSIIIE, tot i que a dia d’avui no se n’ha descrit cap pacient 

(Kowalewski, 2012). 

 

2.1. Incidència de la MPSIIIA 

Els quatre subtipus de la Síndrome de Sanfilippo són unes de les MPSs més 

freqüents (Meikle, 1999, Poorthuis, 1999) amb una incidència d’entre el 0,27 - 4,1 

naixements per 100.000 habitants (Taula 2). De totes les regions estudiades, Holanda és 

el país amb més casos (van de Kamp, 1981; Poorthuis, 1999); mentre que Noruega, 

Dinamarca, Irlanda del Nord i British Columbia (Canadà) són els països amb menys 

casos (Malm, 2008; Nelson, 1997; Lowry, 1990). La MPSIIIA és el subtipus més comú 
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al nord d’Europa i Austràlia (Malm, 2008; Meikle, 1999; Poorthuis, 1999, Baehner, 

2005; Héron, 2011), mentre que la MPSIIIB és la més freqüent al Sud d’Europa i Brasil 

(Pinto, 2004; Weber, 1999; Emre, 2002, Coelho, 1997; Michelakakis, 1995; Héron, 

2011). La MPSIIIC i D són els dos subtipus més rars amb una incidència o prevalença 

molt baixa en comparació amb la MPSIIIA i B (Poorthuis, 1999; Héron, 2011). 

Tot i el patró de distribució de la Síndrome de Sanfilippo a les regions europees 

analitzades, un estudi recent sobre la Síndrome de Sanfilippo a Espanya ha evidenciat 

que la MPSIIIA és el subtipus més freqüent seguit de la MPSIIIB (Delgadillo, 2013). 

Per tant, tot i que la MPSIIIA és el subtipus més freqüent a les regions del nord 

d’Europa, s’ha observat que a Espanya presenta una elevada freqüència més enllà de 

l’esperada segons les dades prèviament publicades. Ara bé, la MPSIIIC segueix essent 

una malaltia amb molt poca freqüència, juntament amb el subtipus D del qual se n’ha 

detectat un únic cas a tot l’estat espanyol (Delgadillo, 2013). 

La MPSIIIA és el subtipus més comú i segons l’últim informe d’Orphanet del Juny 

de 2013 té una prevalença estimada a la Unió Europea (U.E.) de 0,3/100.000 habitants 

(http://www.orpha.net/orphacom/cahiers/docs/GB/Prevalence_of_rare_diseases_by_alp

habetical_list.pdf). 

  

http://www.orpha.net/orphacom/cahiers/docs/GB/Prevalence_of_rare_diseases_by_alphabetical_list.pdf
http://www.orpha.net/orphacom/cahiers/docs/GB/Prevalence_of_rare_diseases_by_alphabetical_list.pdf
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Taula 2 . I ncidència i prevalença de  la MPSIII i la  MPSIIIA a diferents à rees g eogràfiques 
estudiades. 

 

 

Recull d e la incidència (*), número d e nous ca sos d iagnosticats respecte els naixements en  u n p eríode 
determinat de temps, i  la prevalença (**), número total de casos respecte els naixements en un període 
determinat de temps, de la MPSIII i MPSIIIA de la literatura científico-mèdica. 

 

2.2. Heparan sulfat  

 

2.2.1. Estructura i funció de l’heparan sulfat 

L’heparan sulfat és un polisacàrid llarg, lineal i c arregat ne gativament (Valstar, 

2008). Aquest GAG està compost per u nitats repetitives de disac àrid, formades per 

residus de D-glucosamina i un àcid urònic, que és àcid D-glucurònic o àcid L-idurònic 

alternativament (Kjellén, 1991) (Figura 3). Aquests residus estan units entre ells per un 

enllaç glicosídic α(14). La unitat D-glucosamina pot estar sulfatada i acetilada al grup 

amino, com també pot estar sulfatada al grup hidroxil del C6 i, en menor proporció, al 

grup carboxil del C3 (Valstar, 2008)  (Figura 3) . Per altra banda, els residus d’àcid L-

idurònic també e s poden sulfa tar al grup hidroxil del C2, mentre que l’àcid D-
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glucurònic se sulfata a la mate ixa posició però en menor  pr oporció (Valstar, 2008) 

(Figura 3). 

 

 

Figura 3. Estructura de l’heparan sulfat. L’esquema il·lustra l’estructura de l’heparan sulfat amb els 
diferents punts de sulfatació/acetilació. Adaptat de Häcker, 2005. 

 

La funció de l’HS consisteix en la unió  a pr oteïnes per tal de  formar e ls 

proteoglicans localitzats a la matriu extracel·lular o a la superfície cel·lular. D’aquesta 

manera, l’HS com a proteoglicà pot interactuar amb una gran diversitat de proteïnes que 

donen lloc a  funcions biològiques molt diver ses com pr oliferació, a dhesió, migració, 

reconeixement, diferenciació i super vivència cel·lular (Dreyfuss, 2009) . F ins i tot, 

també pot intervenir en l’endocitosis, l’assemblatge de  la matriu extracel·lular, la 

inflamació, l’angiogènesis o en mecanismes de de fensa (Dreyfuss, 2009). Al gunes de  

les molècules a les quals es pot unir el proteoglicà per tal de realitzar aquestes accions 

són: factors de creixement, quimiocines, citocines, morfògens, components de la matriu 

extracel·lular, enzims, entre molts d’altres (Capila, 2002).  
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2.2.2. Catabolisme de l’heparan sulfat 

L’heparan sulfat unit als proteoglicans pateix un procés d’endocitosi des de la 

superfície cel·lular o matriu extracel·lular fins als lisosomes per a la seva posterior 

degradació als lisosomes. El primer pas consisteix en un tall endolític per part de les 

heparanases (endoglicosidases) que allibera l’HS de la proteïna a la qual estava unida 

prèviament (Bame, 2001). A partir d’aquí, cada un dels fragments d’HS es degrada en 

una cascada enzimàtica on el producte d’un enzim passa a ser el substrat del següent de 

la ruta catabòlica. 

En el catabolisme de l’HS hi intervenen 3 glucosidases, al menys 3 sulfatases i 1 

acetiltransferasa (Neufeld, 2001). Si l’activitat d’un dels enzims de la via metabòlica és 

deficient, la degradació no pot continuar i provoca l’acumulació de l’HS no degradat als 

lisosomes. Per exemple, tres d’aquests enzims, α-iduronidasa, iduronat 2-sulfatasa i β-

glucuronidasa, degraden el residu d’àcid urònic, també present al GAG dermatan sulfat, 

i les seves deficiències donen lloc a la MPSI, MPSII i MPSVII, respectivament (Bach, 

1972; Bielicki, 1990; Sly, 1973). Mentre que la sulfamidasa, l’α-N-

acetilglucosaminidasa, l’heparan-α-glucosaminida N-acetiltransferasa i l’N-acetil-

glucosamina-6-sulfatasa intervenen en la degradació específica de l’HS i la seva 

deficiència enzimàtica provoca la Síndrome de Sanfilippo A-D (Kresse, 1972; von 

Figura, 1972; Klein, 1978; Kresse, 1980). 

A la ruta catabòlica de l’HS, actua un enzim o un altre segons el residu present a 

l’extrem no reduït de l’HS (Figura 4). D’aquesta manera, si hi ha una molècula d’àcid 

idurònic, hi intervenen dos enzims diferents: en primer lloc, la iduronat 2-sulfatasa 

s’encarrega d’eliminar el grup sulfat de l’àcid L-idurònic (Bielicki, 1990), i en segon, 

l’α-L-iduronidasa talla l’àcid L-idurònic no sulfatat de la molècula de l’HS (Bach, 

1972). Aleshores, queda exposat el residu de D-glucosamina (molècula específica de 

l’HS) on actua la sulfamidasa alliberant un grup sulfat unit al grup amino (Kresse, 

1972), el qual seguidament és acetilat per l’heparan-α-glucosaminida N-acetiltransferasa 

(Klein, 1978). Després, la N-acetilglucosamina 6-sulfatasa s’encarrega d’eliminar el 

grup sulfat de l’hidroxil del C6 dels residus de N-acetilglucosamina que estiguin 

sulfatats en aquesta posició (Kresse, 1980). Finalment, la N-acetilglucosaminidasa 

hidrolitza l’enllaç α(14) entre la N-acetilglucosamina i el següent àcid urònic (von 

Figura, 1972). Aleshores, l’àcid D-glucurònic present a l’extrem de la molècula d’HS es 
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degrada gràcies a l’actuació de la β-glucuronidasa, encarregada de tallar la unió 

d’aquest amb el següent residu de D-glucosamina (Sly, 1973). Es van repetint aquests 

passos successivament fins que la molècula formada per unitats repetitives de disacàrids 

està completament degradada. Ara bé, hi ha dos enzims que no provoquen cap malaltia, 

però que també intervenen en la degradació de l’HS: N-sulfoglucosamina 3-O-sulfatasa 

i la Glucuronat 2-sulfatasa (Kowalewski, 2012; Shaklee, 1985). El primer enzim 

s’encarrega de l’eliminació del grup sulfat a la posició C3 de la glucosamina, mentre 

que el segon elimina el grup sulfat de la posició C2 del residu d’àcid glucurònic. 

Ambdues sulfatacions de l’HS sulfat són molt poc freqüents, i per tant, l’actuació 

d’aquests enzims en el catabolisme de l’HS no sempre és necessària. A més, no s’ha 

detectat cap pacient amb una MPS provocada per una d’aquestes dues deficiències 

enzimàtiques, tot i que un model de ratolí deficient en N-sulfoglucosamina 3-O-

sulfatasa presenta les mateixes característiques clíniques que els altres subtipus de la 

Síndrome de Sanfilippo (Kowalewski, 2012). 
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Figura 4. Degradació de l’heparan sulfat. L’esquema il·lustra tots els enzims involucrats en la 
degradació de l’heparan sulfat. En vermell s’indica la malaltia provocada per la deficiència de 
cadascun d’aquests enzims. Adaptat de Kowalewski, 2012.  
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2.3. N-Sulfoglucosamina sulfohidrolasa, SGSH. 

La N-sulfoglucosamina sulfohidrolasa (Sgsh) també s’anomena heparan N-

sulfatasa o sulfamidasa, i intervé en la degradació de l’HS tot eliminant un grup sulfat 

de la glucosamina. 

 

2.3.1. Gen de la sulfamidasa 

El gen de la sulfamidasa humana està format per 8 exons diferents que es troben al 

llarg d’11 Kb (Karageorgos, 1996) i es localitza al cromosoma 17q25.3 (Scott, 1995) 

(Figura 5). Aquests exons estan flanquejats per unes regions d’unió amb els introns que 

presenten unes seqüències de tall i unió (splicing) altament conservades (Karageorgos, 

1996). Aquesta seqüència gènica genera 3 transcrits de mRNA, produïts molt 

probablement per un ús diferent dels llocs de poliadenilació, que s’expressen a diversos 

teixits (Scott, 1995). 

El gen de la sulfamidasa murina també està format per 8 exons amb un patró d’unió 

entre els exons i els introns molt similar al que s’ha detectat en ell gen humà (Costanzi, 

2000). La seqüència del ratolí només mesura 10 Kb i es localitza al cromosoma 11 

(Costanzi, 2000) (Figura 5). Aquest cromosoma del ratolí és homòleg al cromosoma 17 

dels humans, on es localitza la seqüència gènica de la sulfamidasa humana. Finalment, 

el gen de la sulfamidasa canina també presenta la mateixa estructura de 8 exons que la 

seqüència gènica murina i humana (Aronovich, 2000) (Figura 5). Ara bé, la seva 

estructura es troba en una seqüència nucleotídica més reduïda, d’únicament 5.732 bp 

(Aronovich, 2000) (Figura 5). El gen de la sulfamidasa murina i canina presenten un 

85% i 87% de similitud, respectivament, amb la seqüència nucleotídica de la 

sulfamidasa humana (Costanzi, 2000; Aronovich, 2000). Així que tant el gen de la 

sulfamidasa humana com la canina i la murina són seqüències homòlogues amb una 

estructura gènica molt similar. 

  



 Introducció 

 
-22- 

 

 

 
 

Figura 5. Localització i organització del gen de la sulfamidasa humana, murina i canina. 

 

2.3.2. Enzim sulfamidasa 

La seqüència gènica de la sulfamidasa humana conté un marc de lectura obert (o 

Open Reading Frame, ORF) de 1 .506 nuc leòtids el qua l es tradueix e n una  proteïna 

activa de 502 aminoàcids (aa), incloent un pèptid senyal de 20 aa (Scott, 1995) (Figura 

6). La sulfamidasa és un homodímer, on el pes molecular calculat per a la subunitat no 

glicosilada és de 56 KDa (Sidhu, 2014). Ara bé, l’anàlisi de la sulfamidasa recombinant 

va evidenciar dues formes diferents de subunitats, una de 56 KDa i una altre de 62-64 

KDa, essent aquesta última la forma més habitual (Bielicki, 1998). El pes molecular del 

monòmer és d’entre 56-64 KDa depenent del patró de glicosilació existent a la Sgsh, la 

qual conté 5 possibles punts de  glicosilació (Asn-X-Ser/Thr) a les posicions 41, 142, 

151, 264 i 413 (Scott, 1995; Di Natale, 2001) (Figura 6 ). Tot  i que prèviament es va  

determinar que tot s els punts de  g licosilació eren funcionals (Per kins, 1999) , una 

resolució c ristal·logràfica recent no ha detectat cap fosforilació a l’Asn142 (Sidhu, 

2014). La mut ació de l ’Asn41 i Asn151 dóna ll oc a  l’alteració de la 

confirmació/estabilitat de la proteïna provocant un mal pleg ament que condueix a una 

pèrdua de la funció i a una manca de la fosforilació d’aquests punts de glicosilació (Di 

Natale, 2001). 
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Entre les sulfatases, s’observen dues regions consens altament conservades 

localitzades a la posició N-terminal de la proteïna: dels aminoàcids 68 al 80 

SSCSPSRASLLRTG, amb els residus Cys 70 i Arg74 altament conservats, com també 

dels aminoàcids 115 al 124 GVRTGIIGKK (Scott, 1995) (Figura 6). També hi ha 

l’Asp31, l’Asp32, l’Asp273 i l’Asn274 que estan altament conservades i intervenen en 

la coordinació del ió del metall divalent (Ca2+) present al centre actiu de la sulfamidasa 

(Bond, 1997; Sidhu, 2014) (Figura 6). La Cys70 té una funció essencial en l’activitat 

enzimàtica que consisteix en l’acceptació del grup sulfat de la glucosamina de l’HS, 

com també intervé en la coordinació del metall divalent (Ca2+) (Sidhu, 2014). Per tal de 

generar una sulfamidasa activa és necessària la modificació post-traduccional de la 

Cys70 cap a una Formilglicina (o FormilGlycine, FGly), per part de SUMF1 (Bond, 

1997; Cosma, 2003). D’altres aa rellevants en el centre catalític de la sulfamidasa són 

l’Arg74, la Lys123i la His125 que interactuen amb la FGly70, com també la His181 i 

l’Arg282 que s’uneixen al grup sulfat de l’HS.  

La sulfamidasa murina és molt similar a la humana. Té una seqüència proteica de 

502 aa amb les dues regions consens molt conservades juntament amb els altres 

aminoàcids que intervenen en el centre catalític de la proteïna o els punts de glicosilació  

(Costanzi, 2000; Bhattacharyya, 2001) (Figura 6). Ara bé, la proteïna canina té un 

pèptid senyal de 5 aa més respecte la humana i la murina, provocant que tant els punts 

de glicosilació com els residus o regions conservades estiguin desplaçats 5 posicions a 

la proteïna canina (Aronovich, 2000) (Figura 6). Per tant, la seqüència proteica de la 

sulfamidasa canina té un ORF de 1521 bp que codifiquen per 507 aa, en comparació els 

502 aa de la murina i la humana. Tot i aquestes petites variacions, tant la proteïna 

murina com la canina tenen un 88% i un 89% d’homologia, respectivament, amb la 

sulfamidasa humana (Costanzi, 2000; Aronovich, 2000). Així doncs, les diferents 

sulfamidases tenen una seqüència proteica molt similar amb regions altament 

conservades. 
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Figura 6. Alineació de la seqüència proteica de la sulfamidasa humana, canina i murina. Les regions 
consens esta n s ubratllades. Els p unts d e glicosilació estan emmarcats en vermell; els aa  essencials per 
l’activitat sulfatasa, en blau; els aa essencials per la coordinació del ió del metall divalent (Ca2+), en verd; 
els aa que interactuen en la FGly70, en taronja; els aa que s’uneixen al grup sulfat, en  g ris. La f letxa 
indica el p unt de tall del p èptid s enyal N -terminal.*, aa id èntics; :, aa amb ca racterístiques q uímiques 
comunes; ., aa amb una mida o disposició espacial similar.   
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2.3.3. Mutacions al gen de la sulfamidasa humana 

En el gen de la sulfamidasa humana s’han identificat més de 137 mutacions, les 

quals inclouen: 104 mutacions sense sentit o d’aturada de codó, 2 mutacions de canvi de 

lloc de splicing, 20 mutacions que provoquen delecions, 9 insercions a la seqüència 

nucleotídica, 1 mutació inserció/duplicació i 1 mutació inserció/deleció (Stenson, 2003). 

El tipus de mutació més predominant d’entre totes les identificades és la mutació sense 

sentit. A més, >98% dels pacients afectats per la MPSIIIA tenen com a mínim un al·lel 

que correspon a una mutació sense sentit, la qual dóna lloc a una sulfamidasa amb una 

seqüència/conformació/estructura similar a la proteïna no-mutada, fet que podria 

generar un cert grau de tolerància a la proteïna en els tractaments amb la sulfamidasa 

no-mutada (Valstar, 2010a).  

La primera mutació identificada a un pacient amb Síndrome de Sanfilippo A és la 

deleció d’11 bp, la qual s’ha identificat gràcies a la seqüenciació del gen de la 

sulfamidasa humana (Scott, 1995). Aleshores, molts investigadors van avançar en la 

recerca de noves mutacions causants d’aquesta malaltia. Des d’aleshores, s’han 

identificat una gran varietat de mutacions i polimorfismes que presenten una prevalença 

diferent segons les àrees geogràfiques estudiades (Valstar, 2008; Meyer 2008). Per 

exemple, la mutació R245H provoca una desestabilització de l’empaquetament i 

estructura a causa d’una histidina a la posició 245 massa voluminosa (Sidhu, 2014), i 

com a conseqüència presenta la pèrdua de l’activitat enzimàtica (Perkins, 1999). 

Aquesta és una mutació molt freqüent a Alemanya amb un 35,4% de prevalença 

al·lèlica (Bunge, 1997), a Gran Bretanya amb un 20% (Beesley, 2000) i a Austràlia amb 

un 31% (Weber, 1997). Un estudi d’aquesta mateixa mutació va evidenciar una 

freqüència del 56,7% a Holanda (Weber, 1998), mentre que un altre estudi més recent 

revela la presència de la mutació R245H en un 44,9% dels al·lels (Valstar, 2010a). Tot i 

això, no s’ha trobat cap pacient amb aquesta mutació a Itàlia ni a Espanya (Di Natale, 

2003; Montfort, 1998). La R74C provoca el canvi d’una arginina bàsica, aa essecial en 

la hidròlisi del sulfat de l’HS, cap a una cisteïna no polar. Aquesta mutació presenta una 

freqüència al·lèlica del 56,3% en pacients polacs i d’un 20,8% alemanys (Bunge, 1997). 

Ara bé, a Espanya predomina la mutació 1091delC, basada en la deleció d’una citosina 

a la posició 1091 i amb una prevalença del 45,45% (Montfort, 1998). A França, la 

mutació 1079delC afecta al 41% dels pacients (Héron, 2011). Finalment, la mutació 
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S66W trenca l’empaquetament d’una volta de 5 residus que precedeixen immediatament 

una hèlix α amb residus del centre actiu com la FGly70. Aquesta mutació presenta una 

prevalença del 33.3% a Itàlia; i se l’ha identificat a tots els pacients de Sardenya, 

evidenciant un efecte fundador a aquesta illa (Di Natale, 1998). 

 

2.3.4. Correlació genotip-fenotip de la MPSIIIA 

Establir una relació entre el genotip i el fenotip en la Síndrome de Sanfilippo A és 

complicat (Valstar, 2008). La simptomatologia clínica és molt variable, les mutacions 

genètiques són molt diverses i les proves clíniques per avaluar l’evolució de la malaltia 

als pacients són complicades de dur a terme. No obstant això, s’ha aconseguit establir 

una clara relació entre la mutació S298P i un fenotip més atenuat de la malaltia (Meyer, 

2008; Muschol, 2004; Bunge, 1997; Valstar, 2010a). L’alteració del residu de serina, 

ubicat en un ambient molt hidrofòbic d’una regió no conservada entre les sulfatases, 

juntament amb els residus de prolina altament conservats a la posició 293 i 299 afecta a 

la conformació i l’estabilitat de la proteïna provocant-ne una ràpida degradació als 

proteosomes (Muschol, 2011). Tot i això, sembla ser que una petita part de la proteïna 

es dirigeix cap als lisosomes, on passa a ser funcional i se’n detecta una certa activitat 

residual que dóna lloc a una forma menys severa de la malaltia (Muschol, 2011). En 

general, els pacients amb la mutació S298P en heterozigosis amb les mutacions R245H, 

Q380R, S66W o 1080delC mostren una regressió més lenta tant en la capacitat 

comunicativa com en les funcions cognitives i motores, i presenten una supervivència 

més prolongada (Meyer, 2008; Valstar, 2010a). Fins i tot, aquesta mateixa mutació en 

homozigosis ha evidenciat un fenotip molt més atenuat, amb el qual es manté la parla i 

la independència motora fins a l’edat adulta (Valstar, 2010a). La presència de les 

mutacions G122R, R206P, I322S i E369K sembla ser que també estan relacionades amb 

un fenotip més atenuat de la MPSIIIA (Yogalingam, 2001). 

Per altra banda, els pacients amb les mutacions R245H, Q380R, S66W i 1080delC 

en homozigosis o bé heterozigosis presenten un fenotip molt sever amb una pèrdua de 

les activitat motores i intel·lectuals durant la primera dècada de vida, i una 

supervivència mediana de 15 anys (Valstar, 2010a). Les mutacions R74C i S66W, molt 

freqüents a Polònia i Itàlia respectivament (Bunge, 1997; Di Natale, 2003), presenten 
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una reducció dràstica de l’activitat enzimàtica com també de l’activitat específica 

provocant un fenotip sever en la primera mutació i un fenotip sever-intermedi en la 

segona (Perkins, 1999). Ara bé, la mutació R245H presenta una caiguda significativa de 

l’activitat enzimàtica amb una activitat específica similar als valors d’un pacient sa, 

suggerint que la mutació provoca una ràpida degradació de la proteïna mantenint la seva 

capacitat catalítica (Perkins, 1999). Aquesta mutació es relaciona amb un fenotip molt 

sever (Weber, 1997). 

Meyer et. al correlaciona una activitat enzimàtica residual d’entre el 3-11% amb 

algunes mutacions en pacients que presenten una evolució clínica més suau (Meyer, 

2008). Per tant, aquestes dades anteriors suggereixen que un 3% d’activitat sulfamidasa 

pot ser suficient per a una progressió més lenta de la malaltia. Tot i això, un estudi en 

pacients francesos amb la Síndrome de Sanfilippo A no ha trobat cap relació entre 

l’activitat residual de la sulfamidasa (menor del 10% d’un pacient sa) i un fenotip més 

suau de la malaltia (Héron, 2011). Així doncs, no es pot establir que totes les mutacions 

al·lèliques que condueixen a una certa activitat residual predirien una evolució més 

lenta amb un fenotip més lleuger de la MPSIIIA. Tant l’elevada heterogeneïtat al·lèlica 

com la variabilitat en l’evolució clínica de la malaltia a cada pacient dificulta la 

correlació genotip-fenotip. L’única correlació clara en la MPSIIIA és el fenotip més lleu 

present als pacients amb la mutació S298P. 

 

2.4. Fisiopatologia de la MPSIIIA 

En general, les MPSs són malalties monogèniques simples que es caracteritzen per 

unes alteracions fisiopatològiques molt complexes (Walkley, 2009). La MPSIIIA es 

caracteritza per l’acumulació de GAGs, en concret HS, als lisosomes de les cèl·lules. 

Els fragments d’HS i oligosacàrids derivats de l’HS acumulats als lisosomes o alliberats 

al medi extracel·lular poden interferir en les funcions biològiques en les que els 

proteoglicans formats per HS intervenen habitualment (Valstar, 2008). Ara bé, el 

mecanisme pel qual l’acumulació de l’HS provoca la severa neurodegeneració del SNC 

no està del tot elucidat (Valstar, 2008). En ratolins MPSIIIA, s’ha detectat un increment 

dels oligosacàrids al dia E13,5, el qual augmenta progressivament fins al moment de 

l’aparició dels símptomes (Hemsley, 2010; Crawley, 2006). S’ha descrit que a la 

Síndrome de Hurler (MPSI) i a la MPSIIIB l’acumulació extracel·lular d’oligosacàrids 
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de l’HS dificulta el correcte funcionament del factor de creixement de fibroblasts tipus 2 

(o Fibroblast Growth-Factor 2, FGF-2), tot unint-se al seu receptor i impedint 

l’activació normal de la seva cascada de senyalització (Li, 2002; Yayon, 1991). Com 

que FGF-2 actua com a neuroprotector i activador de la proliferació de les neurones i les 

cèl·lules precursores neuronals, podria explicar l’augment de l’apoptosi i la reducció de 

la proliferació neuronal en aquestes malalties (Li, 2002; Yayon, 1991). 

A part de l’acumulació d’HS, l’acumulació secundària de gangliòsids GM2 i GM3 i 

colesterol no-esterificat a diferents vesícules de les neurones també podria presentar un 

rol important en la patologia neurològica de la MPSIIIA (McGlynn, 2004). De fet, els 

pacients de la MPSIIIA presenten un marcat increment dels gangliòsids GM2 i GM3 al 

cervell (Constantopoulos, 1980). Si els GAGs com l’HS poden inhibir l’activitat de 

diversos enzims lisosòmics, incloent els que intervenen en el catabolisme dels 

gangliòsids (Kint 1973; Avila, 1975), tot unint-se selectivament a diverses hidrolases 

àcides (Walkley, 2004); la inhibició de la degradació dels gangliòsids s’hauria de dur a 

terme a les mateixes vesícules on s’acumula l’HS. Però sorprenentment, en la majoria 

de casos els gangliòsids es troben en vesícules separades de l’HS (McGlynn, 2004). Per 

tant, l’acumulació secundària es pot produir per la inhibició del catabolisme dels lípids, 

però també han d’existir altres mecanismes que la poden produir com la seva síntesi o 

tràfic aberrant (Hemsley, 2010; McGlynn, 2004). La seqüestració de colesterol no-

esterificat a diverses vesícules es relaciona amb una alteració del funcionament correcte 

del sistema endolisosòmic (Walkley, 2009). De la mateixa manera, si les neurones no 

poden controlar correctament l’endocitosi mitjançant el sistema endolisosòmic, la 

disponibilitat dels receptors de neurotransmissors durant les sinapsis excitants no 

funciona correctament (Bredt, 2003). Per tant, l’alteració del sistema endolisosòmic pot 

provocar un mal funcionament neuronal que podria influir en la patologia neurològica.  

Per altra banda, diverses malalties neurodegeneratives com la MPSIIIA presenten 

dipòsits de proteïnes ubiqüitinades a dins de les neurones que no se’n coneix la seva 

identitat (Savas, 2004). A més, també s’ha observat l’acumulació d’inclusions positives 

per a l’α-sinucleïna en pacients i ratolins de la MPSIIIB (Hamano, 2008; Hemsley, 

2010), com també inclusions de la proteïna Tau (Ohmi, 2009). Tant l’α-sinucleïna com 

les proteïnes Tau fosforilades tendeixen a acumular-se quan hi ha un bloqueig de 

l’autofàgia a causa d’una fusió defectiva dels lisosomes, plens de material no degradat, 
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amb els autofagosomes (Settembre, 2008). Aquesta acumulació de productes tòxics a 

l’interior de la cèl·lula pot produir la mort cel·lular. Així, la identificació del tipus de 

metabòlits acumulats a les diferents poblacions neuronals podria donar una possible 

explicació de la patogènesi de la malaltia, i ajudar a la comprensió de la 

progressió/severitat, facilitant-ne el desenvolupament de noves opcions terapèutiques 

(Sarkar, 2009). 

Un dels altres fenòmens fisiopatològics observats és la neuroinflamació del SNC, la 

qual consisteix en l’activació dels astròcits i la infiltració per part de la micròglia. 

Aquesta neuroinflamació s’ha observat a ratolins MPSIIIA tant en fases precoces (dia 

E18,5) com en fases més tardanes de la malaltia (Savas, 2004; Hemsley, 2008; Ruzo, 

2012a; Ruzo 2012b; Hemsley, 2010). A més, s’ha observat que l’administració 

d’oligosacàrids derivats de l’HS provoca l’inici de l’activació de la micròglia in vitro 

(Ausseil, 2008). Altres LSDs que acumulen com a metabòlit primari els gangliòsids, 

p.e. la malaltia de Shandhoff, també presenten neuroinflamació al SNC (Jeyakumar, 

2003). Per tant, és possible que l’acumulació primària d’HS pugui liderar l’activació de 

la micròglia i els astròcits del SNC, però també és possible que els metabòlits 

secundaris acumulats puguin intervenir en aquest procés. El que està clar és que la 

reducció de GAGs al cervell de ratolins MPSIIIA provoca una reducció de la 

microgliosi i l’astrocitosi (Hemsley, 2008; Ruzo, 2012a; Ruzo, 2012b). 

 

2.5. Patologia clínica de la MPSIIIA 

La Síndrome de Sanfilippo A es caracteritza per una degeneració del SNC i una 

afectació somàtica relativament poc severa. L’evolució clínica de la malaltia es pot 

classificar en tres estadis diferents. Després d’un període de desenvolupament normal, 

arriba la primera fase de la malaltia on els pacients d’1-4 anys presenten un retràs del 

desenvolupament, caracteritzat principalment per problemes en la parla (Cleary, 1993). 

La segona fase, entre els 3-4 anys, es caracteritza per una severa alteració del 

comportament amb un retràs intel·lectual progressiu (Cleary, 1993). Els atacs 

d’hiperactivitat, agressivitat i alteracions del son d’aquesta etapa són difícils de 

gestionar per la família a causa de l’estatura i força muscular normal que presenten els 

pacients (Cleary, 1993; Bax, 1995). Finalment, l’última etapa de la malaltia apareix al 
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voltant dels 10 anys caracteritzant-se per una severa demència. Els problemes de 

comportament desapareixen progressivament a causa de la severa neurodegeneració i la 

pèrdua de la locomoció fins a arribar a un estat vegetatiu amb greus problemes de 

disfàgia (Cleary, 1993).  

En general, els quatre subtipus de Síndrome de Sanfilippo presenten una 

simptomatologia clínica molt similar (Valstar, 2008). Tot i això, un estudi d’un grup de 

pacients amb la Síndrome de Sanfilippo A, B i C suggereix que la MPSIIIA presenta 

una aparició de la malaltia més precoç amb unes manifestacions clíniques més severes 

en comparació amb la MPSIIIB i C (van de Kamp, 1981). A més, diversos estudis 

recents sobre el curs natural de la Síndrome de Sanfilippo també detecten una evolució 

més severa del subtipus A (Meyer, 2007; Valstar, 2010a; Ruijter, 2008). Tot i això, un 

altre estudi amb 52 pacients alemanys de la MPSIIIB evidencia una pèrdua de la parla i 

la independència motora similar al subtipus A, tot i que la supervivència dels pacients 

amb la MPSIIIB és més elevada (Valstar, 2010b). Per altra banda, un estudi amb 76 

pacients francesos de la MPSIIIA, 16 de la MPSIIIB i 13 de la MPSIIIC revela una 

evolució bastant similar dels dos primers subtipus, amb una evolució més tardana i 

menys severa de la MPSIIIC (Héron, 2011). Així, tal com havia dit van de Kamp i 

col·laboradors, existeix molta variabilitat clínica entre els subtipus, i dins dels propis 

subtipus, associada possiblement a la heterogeneïtat al·lèlica i al número limitat de 

pacients inclosos als estudis realitzats en determinades àrees geogràfiques (van de 

Kamp, 1981). 

 

2.5.1. Desenvolupament inicial i primers símptomes 

El període gestacional, el part i el període neonatal normalment no presenten 

complicacions mes enllà de les habituals (Meyer, 2007; Valstar, 2008; Cleary, 1993). 

Els recent nascuts pesen de mitjana entre 3,4-3,5 Kg, valors que es troben dins dels 

paràmetres de normalitat (Cleary, 1993, Valstar, 2010a). Ara bé, després d’un any de 

desenvolupament normal, apareixen els primers símptomes de la malaltia que 

consisteixen en un retràs del desenvolupament i/o problemes de comportament 

relacionats amb hiperactivitat i agressivitat, combinat amb els primers trastorns del son 

(Valstar, 2010a; Meyer, 2007; Delgadillo, 2013; Cleary, 1993). L’edat de diagnòstic 
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dels pacients afectats per la MPSIIIA és entre els 3 i 5 anys, quan l’aparició dels primers 

símptomes de la malaltia comença a ser evident. No obstant això, els pacients suecs 

presenten una edat de diagnòstic més tardana (6,8 anys) (Delgadillo, 2013; Héron, 2011; 

Valstar, 2010a; Malm, 2010; Meyer, 2007). 

 

2.5.2. Patologia neurològica 

Després d’un any de desenvolupament normal adquirint les funcions cognitives i 

motores corresponents a la seva edat, es comença a detectar les primeres alteracions del 

comportament de la majoria de pacients al voltant dels 3 a 5 anys (Valstar, 2008; 

Valstar 2010a; Héron, 2011; Malm, 2010). Habitualment, presenten un comportament 

inquiet, ansiós i amb atacs de rebequeria que, combinat amb la hiperactivitat i una 

mobilitat i força física normal, solen ser difícils de controlar (Bax, 1995; Valstar, 2010a; 

Delgadillo, 2013; Héron, 2011; Malm, 2010; Meyer, 2007). Alguns pacients també 

mostren un comportament agressiu i totalment destructiu (Valstar, 2010a; Bax, 1995). 

Tot aquest conjunt de problemes de comportament desapareixen progressivament amb 

l’edat, com a conseqüència d’una pèrdua progressiva de les funcions del SNC i la 

mobilitat, donant lloc a una pèrdua total de la iniciativa (Valstar 2010a; Valstar, 2008, 

Bax, 1995). 

A més, també s’ha detectat epilèpsia al 66% dels pacients estudiats per a aquesta 

afectació (Meyer, 2007; Valstar 2010a). A la majoria de casos, els atacs epilèptics solen 

aparèixer després de la primera dècada de vida, quan el fenotip i l’evolució de la 

malaltia és més severa (Valstar, 2010a; Delgadillo 2013).  

El retràs del desenvolupament que sol aparèixer entre els 3 i 5 anys consisteix 

principalment en dificultats en la parla. Des dels 2 anys, la majoria de pacients no 

milloren les seves habilitats en el llenguatge, fet que els limita a un vocabulari poc 

extens i la possible construcció de frases curtes per tal de comunicar-se (Valstar, 2010a; 

Héron, 2011). A la majoria de pacients, la pèrdua de la parla succeeix a finals de la 

primera dècada de vida, mentre que la pèrdua de la funció motora i cognitiva s’observa 

a principis de l’adolescència (Meyer, 2007; Delgadillo, 2013; Héron, 2011; Valstar, 

2010). Per tant, la regressió total de les funcions intel·lectuals, com la parla o la 

capacitat comunicativa amb l’entorn que els envolta, es perden abans que les funcions 
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motores (Meyer, 2007, van de Kamp, 1981, Valstar, 2010; Malm, 2010). Finalment, 

com a conseqüència d’aquesta regressió motora i cognitiva, els pacients acaben en un 

estat vegetatiu depenent totalment d’una cadira de rodes i el seu cuidador (Valstar, 

2008, Bax, 1995; Cleary, 1993). 

 

2.5.3. Trastorns del son 

Els trastorns del son són un conjunt de símptomes clínics molt comuns als pacients 

amb la Síndrome de Sanfilippo tipus A, amb una incidència d’entre el 67-96% dels 

infants afectats (Malm, 2010; Valstar, 2010a). L’aparició d’aquests problemes és molt 

variable, tot i que el període més freqüent és entre els 3 i 5 anys, edat a la qual 

comencen a tenir dificultat per adormir-se, despertar-se, i fins i tot, s’aixequen diverses 

vegades al llarg de la nit (Valstar, 2010a; Fraser, 2005). Aquests pacients presenten uns 

nivells més alts de melatonina durant el dia i uns nivells més baixos durant la nit, 

respecte als valors d’un infant sa (Guerrero, 2006). Per tant, la producció circadiària de 

la melatonina està alterada, fet que pot explicar les alteracions del son presents als 

pacients afectats per la MPSIIIA (Guerrero, 2006; Fraser, 2005).  

 

2.5.4. Patologia somàtica 

A part de l’afectació neurològica present als pacients de la MPSIIIA, també s’ha 

observat tot un seguit d’alteracions somàtiques. La majoria de pacients presenten 

característiques facials lleugerament tosques amb presència d’hirsutisme (Valstar, 2008; 

Malm, 2010; Meyer, 2007; Cleary, 1993). No són molt habituals les alteracions 

esquelètiques als infants afectats de la Síndrome de Sanfilippo A; però els casos que en 

desenvolupen solen presentar deformacions òssies als malucs i a la pelvis, detectades 

mitjançant radiografies (Malm, 2010; Cleary, 1993; Valstar, 2010a). A més, les rigidesa 

d’articulacions, principalment als colzes, són poc freqüents, però poden provocar una 

reducció de la mobilitat (Cleary, 1993; Valstar, 2010a; Malm, 2010). A alguns pacients, 

també s’ha detectat cifosis i escoliosis (Malm, 2010; Delgadillo, 2013). La macrocefàlia 

és un altra alteració esquelètica diagnosticada de forma regular en aquests infants (van 

de Kamp, 1981; Meyer, 2007, Cleary, 1993). Finalment, la presència d’hepatomegàlia 
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també és bastant freqüent, mentre que l’esplenomegàlia és més rara (Cleary, 1993; van 

de Kamp, 1981; Valstar, 2010a). 

Les infeccions del tracte respiratori i les otitis són dels primers símptomes que, amb 

el pas del temps, passen a ser una problemàtica habitual als pacients afectats (Valstar, 

2008; Valstar, 2010a; Malm, 2010). Les diarrees són un dels altres símptomes present 

als infants amb aquesta malaltia (Cleary, 1993; Malm, 2010; Valstar, 2010a). Un dels 

símptomes més crítics d’avaluar en aquests pacients és la funció auditiva i visual, com a 

conseqüència de les alteracions cognitives que presenten al SNC. Tot i això, s’ha 

aconseguit detectar que un bon nombre de pacients presenten problemes d’audició 

(entre el 33-45% dels pacients), com també alteracions de la visió que, principalment, 

sol ser miopia (Meyer, 2007; Valstar, 2010a; Malm, 2010). Alguns pacients també 

presenten hernies (Meyer, 2007; Malm, 2010; Delgadillo, 2013). 

 

2.5.5. Mort 

Segons diversos estudis realitzats a la població de pacients afectats per la MPSIIIA 

procedents de diferents àrees geogràfiques, les afectacions multisistèmiques de la 

malaltia deterioren la salut del pacient conduint-lo a un estat vegetatiu fins a arribar a la 

mort durant l’adolescència (Meyer, 2007; Delgadillo, 2013; Malm, 2010; Héron, 2011; 

Valstar, 2010a; Cleary, 1993). L’edat mediana de mort a la majoria de regions 

estudiades és al voltant dels 15 anys; tot i que s’ha observat que els pacients del Regne 

Unit tenen una supervivència menor (13 anys), fet que contrasta amb un estudi de la 

població holandesa afectada per la MPSIIIA on la mortalitat és més tardana (18 anys) 

(Meyer, 2007; Delgadillo, 2013; Malm, 2010; Héron, 2011; Valstar, 2010a). La 

principal causa de mort detectada als pacients holandesos i espanyols és infecció 

respiratòria (Valstar, 2010a; Delgadillo, 2013). 
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2.6. Diagnòstic de la MPSIIIA 

La deficiència de l’activitat d’un enzim lisosòmic que provoca l’acumulació de 

GAGs és el primer fenomen bioquímic detectat a les MPSs. Un dels primers diagnòstics 

realitzats en qualsevol MPS consisteix en la quantificació de GAGs en orina (Lawrence, 

2014). Al llarg de la història, s’han descrit diferents tècniques per a realitzar aquesta 

quantificació, des de mètodes semiquantitatius com els spot test fins a mètodes 

quantitatius (Valstar, 2008). Actualment, el mètode més utilitzat és el test d’unió a un 

tint de blau de dimetil metilè (o Dimethylmethylene Blue, DMB) (de Jong, 1989) seguit 

d’un assaig espectrofotomètric, gràcies a la seva simplicitat metodològica i el fàcil accés 

a un kit comercial (BlyscanTM) (Lawrence, 2014). Alguns dels principals inconvenients 

del DMB són: (i) no-identificació del tipus de GAG excretat en orina; i (ii) difícil 

detecció dels pacients amb un fenotip atenuat que tenen una secreció de GAGs just per 

sobre dels valors de referència (Lawrence, 2014; Valstar, 2008). Per tant, una 

combinació del test DMB juntament amb una separació per electroforesis 2-D, la qual 

permetria la identificació del tipus de GAG, són els mètodes d’elecció pel diagnòstic 

preliminar de les MPSs. Per tant, si es detecta un augment de l’heparan sulfat, sense cap 

increment del dermatan sulfat o queratan sulfat, indica que el pacient pateix la Síndrome 

de Sanfilippo. Finalment, els assaigs enzimàtics amb substrats units a un fluoròfor 

artificial (4-metilumbeliferona) que es realitzen en plasma, leucòcits o fibroblasts 

permeten la identificació del subtipus de MPSIII (A, B, C o D) per arribar al diagnòstic 

definitiu del pacient (Karpova, 1996; Marsh, 1985; Voznyi, 1993; He, 1993).  

Un altre mètode útil per a la identificació de l’augment i el tipus de GAG és 

l’anàlisi dels oligosacàrids derivats de les molècules de GAGs, les quals també 

s’acumulen tant en plasma com en orina (Lawrence, 2014; Fuller, 2004). La utilització 

de l’espectrometria de masses en tàndem permet la identificació d’alguns subtipus de 

MPS mitjançant un perfil d’oligosacàrids totalment específic sense necessitat d’un 

anàlisi posterior del tipus de GAG (Fuller, 2004). Seguint aquesta línia, s’ha 

desenvolupat l’assaig Sensi-Pro® que consisteix en la combinació d’una digestió 

mitjançant liases bacterianes, i la cromatografia líquida/espectrometria de masses 

marcant isòtops reductors dels glicans (o Glycan Reductive Isotope Labeling–Liquid 

Chromatography/Mass Spectrometry, GRIL-LC/MS). Aleshores, els resultats obtinguts 

permeten la identificació dels diferents tipus de MPSs segons el terminal no reduït (o 
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Non-Reducing End, NRE) associat com a biomarcador d’un tipus específic de MPS 

(Lawrence, 2012) (Figura 7). D’aquesta manera, aquesta prometedora tècnica presenta 

diverses avantatges respecte les anteriors: (i) els biomarcadors NRE són exclusius entre 

ells i permeten identificar un tipus concret de MPS; (ii) l’anàlisi simultani de múltiples 

biomarcadors NRE en una mateixa mostra; (iii) els biomarcadors són molt abundants a 

les mostres dels pacients afectats; i (iv) és un mètode extremadament sensible 

(Lawrence, 2012). Per tant, l’assaig Sensi-Pro® és un bon mètode pel diagnòstic dels 

pacients i com a biomarcador per l’estudi de l’evolució i/o resposta del pacient al 

tractament. 

La majoria de diagnòstics se solen realitzar mitjançant mostres d’orina, plasma, 

leucòcits o fibroblasts frescs. Ara bé, és necessari algun mètode de recollida de mostres 

alternatiu amb un resultat robust per a la detecció de les MPSs de regions aïllades o 

sense un laboratori de referència pròxim. Per aquest motiu, l’orina seca recollida en un 

paper de filtre (o Dried-Urine Filter Paper, DUFP) permet la quantificació de GAGs 

pel mètode de DMB amb uns valors totalment comparables amb els resultats d’orina en 

fresc (Civallero, 2013a). A més, els leucòcits secs impregnats en un paper de filtre (o 

Dried Leukocytes impregnated in Filter Paper, DLFP) també serveixen pels assaigs 

enzimàtics per a la identificació del subtipus A de la Síndrome de Sanfillippo 

(Civallero, 2013b). Per tant, ambdues tècniques de recollida de mostra permeten la 

detecció de l’acumulació de GAGs i la identificació de la MPSIIIA. Així doncs, és 

necessari el desenvolupament d’una bateria d’assaigs enzimàtics en DLFP per a la resta 

de MPSs per tal de diagnosticar els pacients procedents de regions amb dificultat 

d’accés o bé limitats recursos per conservar les mostres en fresc (Civallero, 2013a; 

Civallero, 2013b). 
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Figura 7. Esquema del diagnòstic sistemàtic de les mostres de GAGs de pacients afectats per una 
MPS després de la tècnica basada en els NRE dels GAGs. Adaptat de Lawrence, 2012. m/z: coeficient 
massa/càrrega.  
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2.6.1. Diagnòstic prenatal de la MPSIIIA 

L’elevada heterogeneïtat al·lèlica dins de cada subtipus de MPS provoca que no es 

pugui realitzar un diagnòstic prenatal ràpid, senzill i econòmic a tota la població. Per 

tant, el diagnòstic prenatal només se sol realitzar si existeix algun antecedent familiar 

previ. Aquestes famílies poden recórrer a la identificació genètica de la mutació causant 

de la MPS per tal de poder fer un diagnòstic genètic preimplantacional als següents 

embarassos. Ara bé, si la mutació no s’ha identificat, es pot realitzar l’assaig d’activitat 

enzimàtica de la MPS diagnosticada prèviament a la família en: (i) mostres de les 

vellositats coriòniques, (ii) cultius cel·lulars de les vellositats coriòniques o bé (iii) 

mostres d’una amniocentesis (Hopwood, 2005; He, 1994). 

 

2.6.2. Diagnòstic postnatal de la MPSIIIA 

La necessitat de diagnosticar les mucopolisacaridosis abans que l’acumulació de 

GAGs causi efectes irreversibles, i d’aquesta manera es pugui administrar un tractament 

terapèutic el més aviat possible, ha fet que la ciència evolucioni molt en el diagnòstic de 

les MPSs en recent nascuts. La tècnica ideal és un únic test senzill i econòmic per a la 

detecció de qualsevol MPS. En aquesta direcció, diversos estudis han identificat 

diferents biomarcadors d’aquest grup de malalties, com per exemple: el complex de 

trombina amb el cofactor II de l’heparina (Randall, 2008); la dipeptidil peptidasa IV 

(Beesley, 2009); i les proteïnes relaciones en l’estabilitat estructural dels lisosomes, 

LAMP1 i LAMP2 (Meikle, 1997; Hua, 1998). A més, la identificació dels oligosacàrids 

derivats de l’HS i el dermatan sulfat pel diagnòstic de la MPS I, II i III en sang seca 

recollida en un paper (o Dried-Blood Spot, DBS), que podria servir per la MPSVI i 

MPSVII per l’acumulació dels mateixos tipus de GAGs, és un altre mètode possible (de 

Ruijter, 2012a). Fins i tot, el DBS en recent nascuts pot servir com a material biològic 

per a l’anàlisi de l’activitat enzimàtica deficient a cada MPS. Actualment, a Catalunya 

es detecten precoçment fins a 22 malalties metabòliques hereditàries rares mitjançant 

DBS. No obstant això, alguns mètodes anteriorment mencionats són poc robusts, i a 

més, no permeten la identificació de cada MPS amb un únic assaig. La nova tècnica 

Sensi-Pro® mitjançant la detecció dels NRE específics és una eina de diagnòstic en DBS 

per a la majoria de MPSs, però és necessària la identificació de NRE per a la MPSIV i 
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la MPSIX (Lawrence, 2012) (Figura 7). Tot i ser una tècnica robusta i fiable, és 

necessari el desenvolupament d’altres tècniques més accessibles econòmicament per 

poder-les realitzar de forma rutinària a tota la població. 

 

2.7. Models animals de la MPSIIIA 

Els models animals de malalties humanes són una eina molt útil per a l’estudi dels 

mecanismes fisiològics que causen la pròpia malaltia com també la investigació de 

noves aproximacions terapèutiques per tal de trobar la seva cura. Actualment, existeixen 

molts models animals de malalties que es poden generar mitjançant la manipulació 

genètica o bé gràcies a les mutacions espontànies en determinades espècies animals. En 

el cas de la MPSIIIA, hi ha tres models animals que reprodueixen la malaltia humana: el 

ratolí (Bhaumik, 1999), el gos de raça Huntaway (Jolly, 2000) i el gos de raça 

Wirehaired Dachsund (Fischer, 1998). 

 

2.7.1. Model murí de la MPSIIIA 

El ratolí MPSIIIA que reprodueix la malaltia humana es va generar per una mutació 

espontània i puntual al gen de la sulfamidasa humana (Bhattacharyya, 2001). En 

concret, la posició 91 de la seqüència nucleotídica ha patit un canvi de bases puríniques 

(G91A) que ha provocat el canvi d’un àcid aspàrtic de la seqüència proteica per una 

asparagina (D31N), interferint directament al centre catalític d’aquesta sulfatasa 

(Bhattacharyya, 2001). L’àcid aspàrtic D31 en combinació amb el D32 estan involucrats 

en la coordinació del ió metàl·lic divalent durant el procés de sulfatació (Bond, 1997; 

Sidhu, 2014). Aquesta mutació provoca que l’activitat residual de la sulfamidasa sigui 

només d’entre un 3-4% (Bhaumik, 1999, Crawley, 2006). A causa d’aquesta 

deficiència, el ratolí model de la MPSIIIA acumula heparan sulfat al SNC i a diversos 

teixits perifèrics com el fetge, el pulmó, la cor, la melsa, el ronyó i la bufeta urinària 

(Bhaumik, 1999; King, 2006; McGlynn, 2004). L’estudi de la ultraestructura de les 

neurones del còrtex cerebral, les cèl·lules perivasculars i les cèl·lules Purkinje del 

cerebel ha revelat que el ratolí model de la MPSIIIA presenta una elevada distensió 

lisosòmica amb vacuoles de diferents mides (Bhaumik, 1999; Crawley, 2006; Gliddon, 
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2004; Savas, 2004). Tal com s’observa en la patologia humana (Constantopoulos, 

1980), també s’ha detectat l’acumulació secundària de gangliòsids GM2 i GM3 i 

colesterol no esterificat al cervell dels ratolins afectats (McGlynn, 2004). A més, els 

ratolins MPSIIIA presenten una reacció inflamatòria molt pronunciada a tot l’encèfal, 

detectat per una activació dels astròcits i una infiltració de la micròglia activada 

(Hemsley, 2009a). 

Per altra banda, el model murí per a la MPSIIIA també presenta alteracions del 

comportament. A partir de les 6 setmanes, el ratolins MPSIIIA tenen un comportament 

menys actiu i ansiós que els controls (Hemsley, 2005; Lau, 2008). A les 15 setmanes 

d’edat, la reducció de la força neuromuscular i l’amplada dels passos evidencien 

problemes motors als ratolins MPSIIIA (Crawley, 2006; Hemsley, 2005). A més, també 

s’ha observat altres alteracions del comportament relacionades amb dèficits cognitius, 

com la pèrdua de l’aprenentatge i la memòria espacial a les 20 setmanes (Gliddon, 

2004; Crawley, 2006). 

Finalment, els animals afectats per la malaltia tenen una supervivència d’entre 7-12 

mesos (Bhaumik, 1999; Crawley, 2006), tot i que també s’ha publicat una supervivència 

superior de fins a 13-16 mesos d’edat en ratolins MPSIIIA C57BL/6 estabulats en 

instal·lacions lliure de determinats patògens (Ruzo, 2012a; Ruzo, 2012b). Per tant, el 

tipus d’estabulació dels animals pot tenir un efecte directe en l’edat de supervivència. A 

punt final, els ratolins presenten una clara distensió de la bufeta a causa de la retenció 

d’orina, on s’hi acumula l’heparan sulfat provinent d’altres teixits de l’organisme que 

l’han eliminat mitjançant exocitosis (Bhaumik, 1999; Crawley, 2006). Tots els ratolins 

MPSIIIA presenten hepatosplenomegàlia evident a edats avançades (Bhaumik, 1999; 

Crawley, 2006). 
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2.7.2. Model caní de la MPSIIIA 

Com a model animal caní per a la MPSIIIA, existeixen dos models que 

reprodueixen la malaltia, tot i que presenten dos tipus de mutacions diferents que 

provoca una aparició i evolució diferent de la malaltia. El gos de raça Huntaway 

presenta una inserció d’una adenosina a la posició 708-709 que provoca un 

desplaçament de la pauta de lectura generant una terminació prematura de la traducció 

de la proteïna en la posició 228 (Yogalingam, 2002). L’aparició clínica de la malaltia 

succeeix a 1,5 anys d’edat amb una evolució molt ràpida durant un mes, desencadenant 

una severa atàxia degut a una manca total d’activitat sulfamidasa (Jolly, 2000). A nivell 

molecular, aquests gossos presenten diverses vacuoles disteses a diferents tipus 

cel·lulars del cervell com també al fetge i al ronyó (Jolly, 2007). A més, també s’ha 

observat l’aparició d’acumulacions secundàries de GM2 i GM3 a neurones, astròcits i 

cèl·lules de la glia (Jolly, 2007). Després de la identificació del model animal caní de la 

MPSIIIA, es va establir una colònia amb els gossos de raça Huntaway pel 

desenvolupament d’aproximacions terapèutiques per a la MPSIIIA en un model animal 

gran (Hemsley, 2009b, Crawley, 2011). 

Per altra banda, es va descriure el gos de raça Wirehaired Dachshunds com a model 

animal de la MPSIIIA a causa de la deleció de tres parells de bases a la posició 737-739 

al gen de la sulfamidasa, que causava la pèrdua de la treonina a la posició 246 

(Aronovich, 2000). Aquesta mutació va afectar tant al processament com a l’estabilitat 

de la sulfamidasa provocant un mal plegament de la proteïna al reticle endoplasmàtic 

(Aronovich, 2000;Yogalingam, 2002). Tot i això, es va detectar al voltant d’un 2% 

d’activitat residual sulfamidasa, possiblement pel fet que la proteïna mantenia certa 

capacitat catalítica (Fischer, 1998; Aronovich, 2000; Yogalingam 2002). A més, també 

es va detectar la presència d’HS a orina, com també l’acumulació d’aquests GAGs a 

fetge (Fischer, 1998). Gràcies a l’activitat residual de la sulfamidasa, l’aparició de la 

malaltia va ser més tardana, al voltant dels tres anys d’edat, i va evolucionar 

progressivament cap a una atàxia espinocerebel·losa durant un període de 2 anys 

(Fischer, 1998). 
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2.8. Tractaments per a la MPSIIIA 

 

2.8.1. Tractament simptomàtic 

Actualment no hi ha cap teràpia aprovada pel tractament de la MPSIIIA. Així que 

els pacients únicament poden rebre un tractament per pal·liar la simptomatologia clínica 

de la malaltia, millorant-ne la seva qualitat de vida. Un dels principals problemes del 

pacients afectats és el conjunt d’alteracions del comportament, tals com l’agressivitat, 

hiperactivitat, l’autolesió, etc. Aquests símptomes es poden tractar mitjançant l’ús de 

fàrmacs, com els antipsicòtics o les benzodiazepines, o bé realitzar un canvi i adaptació 

de l’entorn per crear un ambient més segur pel pacient (Cleary, 1993). Si els problemes 

de comportament persisteixen, s’observa una millora gràcies a l’eliminació de la pressió 

cranioencefàlica de pacients amb la Síndrome de Sanfilippo mitjançant el drenatge del 

LCR (Robertson, 1998). Aquesta pressió cranioencefàlica sembla ser que la causaria 

l'augment de la grossor de les meninges per l’acumulació de GAGs (Muenzer, 1986). 

Per altra banda, els trastorns del son es poden tractar efectivament mitjançant l’ús de 

melatonina, fàrmac que millora el ritme circadiari del pacient, com també les 

benzodiazepines, el segon medicament amb eficàcia terapèutica demostrada per a aquest 

símptoma (Fraser, 2005). A més, la utilització de cinturons elàstics al llit, per tal 

d’evitar que els infant afectats s’aixequin durant la nit però donant-los certa mobilitat, 

també és una bona tècnica per millorar les alteracions del son (Cleary, 1993). 

L’epilèpsia és un altre problema neurològic, el qual es pot gestionar correctament 

administrant la medicació adequada per a aquest símptoma (Valstar, 2010a). Finalment, 

la resta d’aspectes clínics de la malaltia s’han de tractar de forma pal·liativa segons les 

necessitats de cada pacient, com les intervencions quirúrgiques pels problemes ossis, 

l’adenectomia per les infeccions recurrents del tracte respiratori, la loperamida pel 

tractament de la diarrea, etc. 

 

2.8.2. Teràpia de reducció de substrat 

La teràpia de reducció de substrat consisteix en la inhibició de la síntesis de GAGs 

per part de petites molècules que siguin capaces de creuar la BHE i evitar l’excessiva 

acumulació de GAGs als lisosomes de les cèl·lules. A més, també s’han estudiat d’altres 
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molècules per utilitzar-les en la teràpia de reducció de substrat, com les isoflavones. La 

genisteïna és una isoflavona que redueix l’acumulació de GAGs a fibroblasts de 

pacients de la MPSI, MPSII, MPSIIIA i MPSIIIB (Piotrowska, 2006). Aquesta 

isoflavona actua inhibint l’activitat quinasa del receptor del factor de creixement de 

l’epidermis, el qual inicia la cascada de senyalització que resulta en la regulació dels 

factors de transcripció que activen l’expressió dels gens codificants pels enzims 

involucrats en la producció de GAGs (Piotrowska, 2006). A partir d’aquí, es van 

dissenyar diversos assaigs clínics pel tractament amb genisteïna de pacients amb la 

Síndrome de Sanfilippo. A una dosi de 5 mg/Kg/dia, es va observar una petita millora 

de les funcions cognitives, els problemes de comportament i el deteriorament general 

durant els 3 anys de seguiment dels pacients (Piotrowska, 2011), tot i que seguiments 

més curts (1 any) no van evidenciar cap millora significativa (Delgadillo, 2011). 

L’augment de la dosi fins a 10 mg/Kg/dia durant 12 mesos de seguiment dels pacients 

només va revelar una lleugera reducció de l’excreció de GAGs en orina i la 

concentració d’HS en plasma sense cap més eficàcia clínica (de Ruijter, 2012b). Però 

augmentant fins a 15 mg/Kg/dia va semblar que tenia efectes positius d’eficàcia 

terapèutica detectat amb els següents biomarcadors: nivells de GAGs en orina, 

morfologia del cabell i avaluació dels símptomes clínics als pacients tractats (Malinová, 

2012). Recentment, altres isoflavones similars a la genisteïna van demostrar la capacitat 

de reducció dels dipòsits de GAGs a fibroblasts, demostrant un efecte sinèrgic gràcies a 

la combinació entre elles (Arfi, 2010; Kloska, 2011). Així doncs, la teràpia de reducció 

de substrat presenta certa eficàcia terapèutica amb algunes molècules, però són 

necessaris nous assaigs clínics per optimitzar els procediments terapèutics. 

També s’han estudiat altres molècules per utilitzar-les en la teràpia de reducció de 

substrat. La Rodamina B és un inhibidor inespecífic de la síntesis de GAGs que provoca 

la reducció de la seva acumulació i la millora de les funcions del SNC a ratolins 

MPSIIIA tractats a una dosi baixa d’1mg/Kg (Roberts, 2006; Roberts, 2007). Una dosi 

alta de rodamina B pot provocar toxicitat a fetge, però l’administració continuada amb 

una dosi baixa a ratolins MPSIIIA no va evidenciar cap toxicitat ni efectes adversos 

durant l’embaràs o en les subsegüents ventrades de ratolins (Roberts, 2010). Per altra 

banda, el miglustat és un petit iminosucre que inhibeix de forma reversible l’activitat 

glucosilceramida sintasa, que catalitza el primer pas de la síntesis dels esfingolípids 

(Platt, 1994). A més, és capaç de creuar la BHE (Treiber, 2007) i reduir els nivells de 
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gangliòsids a models animals de gangliosidosis (Platt, 1994). Actualment, el miglustat 

s’utilitza pel tractament dels pacients de la Síndrome de Gaucher tipus I, que l’ERT no 

és eficaç, i la Niemman-Pick tipus C (Pineda, 2010; Elstein, 2004). Però el tractament 

de pacients amb la Síndrome de Sanfilippo no va demostrar cap reducció de 

l’acumulació de gangliòsids ni cap millora o estabilització dels problemes de 

comportament (Guffon, 2011). 

 

2.8.3. Teràpia de millora de l’activitat enzimàtica 

La majoria dels pacients amb la Síndrome de Sanfilippo tipus A tenen mutacions 

sense sentit que, en alguns casos, poden donar lloc a un mal plegament de la proteïna. 

Com a conseqüència directa, l’enzim és eliminat ràpidament pel propi mecanisme de 

degradació, tot i que la proteïna pot presentar certa activitat enzimàtica residual. Per 

tant, la teràpia de millora enzimàtica consisteix en l’ús de petites molècules que 

permeten el plegament correcte de les proteïnes mutades, per tal de mantenir un cert 

nivell d’activitat capaç de degradar els GAGs acumulats. Aquest tipus de tractament ha 

estat àmpliament estudiat per algunes LSDs com la malaltia de Fabry, Pompe i Gaucher 

(Aymami, 2013), però no tant a les MPSs (Valstar, 2008). A la MPSIIIC, la qual 

presenta diverses mutacions sense sentit que provoquen un mal plegament proteic, es va 

aconseguir rescatar parcialment l’activitat de cultius de fibroblasts de pacients humans 

gràcies a l’actuació de la glucosamina (Feldhammer, 2009). Aquesta molècula és un 

inhibidor competitiu de l’heparan-α-glucosaminida N-acetiltransferasa que, en aquest 

cas concret, actua com a xaperona farmacològica unint-se al seu centre catalític per 

modificar la seva conformació, permetre el correcte plegament i incrementar els nivells 

d’activitat enzimàtica residual per tal de revertir el fenotip (Feldhammer, 2009). La 

teràpia de millora de l’enzim no és una de les aproximacions terapèutiques estudiades 

per a la MPSIIIA, però pot ser útil pel tractament de determinades mutacions que donen 

lloc a un mal plegament proteic. 
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2.8.4. Teràpia de substitució enzimàtica 

L’ERT consisteix en l’administració de la versió correcta de l’enzim deficient 

causant de la malaltia que, posteriorment, és recaptat per les cèl·lules via el receptor 

manosa-6-fosfat present a la membrana plasmàtica. L’ERT és un dels tractaments més 

efectius per a algunes MPSs (Noh, 2014). A data d’avui, l’Agència Europea del 

Medicament (o European Medicines Agency, EMA) i la Food and Drug Administration 

(FDA) tenen aprovats tres enzims humans recombinants com a productes terapèutics per 

a les MPSs mitjançant la seva administració per via intravenosa: laronidasa 

(Aldurazyme®) pel tractament de la MPS I, idursulfasa (Elaprase®) per la MPS II, i 

galsulfasa (Naglazyme®) per la MPS VI. El benefici terapèutic aportat per aquestes 

teràpies és una millora general de la patologia somàtica en els següents aspectes: la 

mobilitat de les articulacions, la capacitat motriu, la funció pulmonar i respiratòria, 

l’hepatosplenomegàlia, com també l’excreció de GAGs en orina (Muenzer, 2011a; 

Muenzer, 2011b; Muenzer, 2007; Wraith, 2004; Clarke, 2009; Harmatz, 2006; Harmatz, 

2010). Tot i això, l’ERT presenta limitacions importants com l’elevat cost del producte 

farmacèutic, la necessitat de repetides administracions de l’enzim recombinant, i el 

fracàs de la correcció de les malformacions òssies i les afectacions neurològiques 

d’algunes LSDs (Noh, 2014). 

Durant l’última dècada s’han realitzat diversos estudis pel tractament de la 

MPSIIIA mitjançant l’ús de l’ERT. L’administració intravenosa de la sulfamidasa 

humana recombinant a ratolins MPSIIIA recent nascuts va resultar en una reducció de 

les vacuoles a les cèl·lules del SNC juntament amb una correcció del comportament; 

mentre que ja no es va observar cap millora significativa als ratolins afectats tractats a 6 

setmanes d’edat (Gliddon, 2004). Aquesta diferència de l’eficàcia terapèutica obtinguda 

als ratolins MPSIIIA tractats amb ERT es va atribuir a la BHE, que es tancava a les 10-

14 setmanes d’edat impedint l’entrada de la sulfamidasa recombinant al SNC dels 

ratolins administrats més tard (Gliddon, 2004). Per tal de creuar la barrera 

hematoencefàlica i obtenir una millora de les afectacions neurològiques de la MPSIIIA, 

és necessari l’administració de la sulfamidasa directament al SNC. Els ratolins MPSIIIA 

tractats amb una injecció directa al parènquima cerebral van evidenciar una reducció en 

l’evolució de la neuropatologia (Savas, 2004). Tot i això, l’administració de l’enzim 

recombinant directa al LCR va aconseguir una àmplia distribució de la sulfamidasa a tot 
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el SNC que provocava una millora de l’acumulació de GAGs i una reducció de la 

neuroinflamació (Hemsley, 2008). De manera similar, el tractament amb ERT 

administrada directament al LCR del gos Huntaway afectat per la MPSIIIA va permetre 

la detecció de la sulfamidasa a àrees molt disperses del SNC que resultaven en una 

disminució de les vacuoles d’HS com també de la neuroinflamació (Hemsley, 2009b, 

Crawley, 2011). A més, la combinació de repetides administracions intravenoses de la 

sulfamidasa recombinant a ratolins recent nascuts, seguides d’infusions directes al LCR 

a partir de les 6 setmanes d’edat, va demostrar la mateixa eficàcia terapèutica en 

comparació amb ratolins tractats amb infusions directes de l’enzim deficient a la 

cisterna magna (Hemsley, 2009a). La combinació de les dues vies d’administració 

testada en gossos MPSIIIA també va revelar el mateix benefici terapèutic observat en 

ratolins afectats (Hemsley, 2009b; Crawley, 2011). Per tant, l’administració de la 

sulfamidasa recombinant directament al LCR és la ruta més eficaç pel tractament de la 

simptomatologia neurològica de la MPSIIIA. Aquestes dades són la base preclínica per 

a la translació cap a un assaig clínic en humans de l’aproximació terapèutica basada en 

l’administració directa al LCR de l’enzim recombinant. Actualment, l’administració 

directa i periòdica (mensualment) de la sulfamidasa humana recombinant al SNC es va 

testar a pacients afectats per la MPSIIIA de com a mínim 3 anys d’edat i una edat 

mental d’un any (NCT01155778 i NCT01299727, clinicaltrials.gov). Tot i això, 

l’avaluació preliminar va evidenciar que l’eficàcia terapèutica de l’estudi clínic anterior 

no era molt exitosa (Wijburg, 2013). En base a aquests resultats, es va iniciar un nou 

assaig clínic de la mateixa companyia farmacèutica (Shire Development, LLC) a 

pacients MPSIIIA en estadis més precoços de la malaltia (entre 1-4 anys d’edat) amb 

l’administració de la sulfamidasa recombinant quinzenalment (NCT02060526, 

clinicaltrials.gov). Per altra banda, un estudi recent en ratolins ha demostrat en ratolins 

una millora de la patologia central i la recuperació del comportament normal, després de 

la modificació de la sulfamidasa afegint el pèptid senyal de la iduronat-2-sulfatasa, 

sulfatasa altament secretada, i el domini d’unió a la BHE de l’Apolipoproteïna B, per tal 

que per transcitosi a través de la BHE, la sulfamidasa entri al SNC després d’una 

administració intravenosa (Sorrentino, 2013). Per tant, és possible una nova estratègia 

terapèutica mínimament invasiva pel tractament de la patologia central de la MPSIIIA.  

En general, els principals inconvenients de la teràpia basada en ERT són: (i) els 

elevats costos derivats de la producció de la proteïna recombinant; (ii) les repetitives 
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administracions de l’enzim, com a conseqüència de la curta vida de la sulfamidasa, en 

infants amb problemes de comportament i (iii) la limitació de l’enzim no modificat 

genèticament per creuar la BHE pel tractament de l’afectació neurològica (Enns, 2008),. 

 

2.8.5. Teràpia amb cèl·lules mare hematopoètiques 

La teràpia amb cèl·lules mare hematopoètiques es va aplicar amb èxit en el 

tractament d’alguns tipus de MPSs com la MPSI, MPSVI i la MPSVII (Peters, 2003; 

Peters, 1996; Yamada, 1998). Aquest tractament consisteix en el transplantament de 

cèl·lules mare hematopoètiques (o Hematopoietic Stem Cell Transplantation, HSCT), 

les quals poden provenir de la medul·la òssia o la sang del cordó umbilical, al pacient 

afectat per tal d’administrar una font productora de l’enzim deficitari. Les cèl·lules 

mieloides del donador van ser capaces de creuar la barrera hematoencefàlica i 

diferenciar-se en cèl·lules de la micròglia que secretaven l’enzim deficient provocant la 

correcció creuada de les altres cèl·lules del SNC (Krivit, 1995). En alguns casos, la 

HSCT pot donar lloc a problemes d’empeltament, o fins i tot, la malaltia empelt vs. 

hoste, on el material recentment trasplantat ataca el cos receptor del transplantament.  

El tractament de 19 pacients de la MPSIIIA utilitzant cèl·lules hematopoètiques de 

la sang del cordó umbilical no va ser massa exitós a causa de l’alta morbidesa i 

mortalitat (Prasad, 2008). Van sobreviure 12 pacients, dels quals 9 van aconseguir una 

estabilització de la malaltia sense cap impacte en la millora de la funció cognitiva 

(Prasad, 2008). Per altra banda, el tractament d’un pacient de 10 mesos amb cèl·lules 

hematopoètiques de la medul·la òssia no va evidenciar cap millora neurològica, tot i la 

presència una activitat enzimàtica a leucòcits similar a la del pacient donador sa després 

de 8 anys de tractament (Sivakumur, 1999). Així doncs, l’única eficàcia terapèutica 

demostrada en la Síndrome de Sanfilippo A va ser en ratolins afectats tractats amb 

HSCT sanes modificades genèticament ex vivo amb un vector lentiviral que expressa el 

gen de la sulfamidasa (Langford-Smith, 2012). D’aquesta manera, es va aconseguir al 

voltant d’un 10% d’activitat sulfamidasa al SNC que permetia la millora del 

comportament, la reducció de la neuroinflamació i la reducció de l’acumulació d’HS i 

GM2 (Langford-Smith, 2012).  
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3. TERÀPIA GÈNICA 

 

3.1. Introducció a la teràpia gènica 

La teràpia gènica és una estratègia terapèutica prometedora que consisteix en la 

introducció de material genètic exogen a dins d’una cèl·lula o teixit per tal de prevenir, 

aturar o revertir la patologia d’una malaltia (Mulligan, 1993). Hi ha dos tipus 

d’aproximacions en teràpia gènica: ex vivo o in vivo. La primera es basa en l’extracció 

de cèl·lules del pacient per modificar-les genèticament in vitro mitjançant un vector i, 

seguidament, es reimplanten de nou a l’individu (Parenti, 2013). Per altra banda, la 

teràpia in vivo consisteix en la modificació genètica in situ de les cèl·lules d’un teixit 

mitjançant l’ús d’un vector administrat directament al pacient (Parenti, 2013). 

La transferència genètica es pot dur a terme mitjançant dos tipus de vectors: no 

virals i virals. Els vectors no virals usen les característiques fisico-químiques del propi 

DNA per transferir-lo directament nu, per electrotransferència o bé encapsulats dins de 

amb liposomes o polímers catiònics. Mentre que els vectors virals usen les pròpies vies 

d’infecció natural dels virus per entrar el DNA d’interès a la cèl·lula, per tal de 

transferir-lo al nucli i aconseguir la seva expressió. El mètode escollit per a la 

transferència del material genètic ha d’aconseguir modificar un nombre suficient de 

cèl·lules o teixits per obtenir el benefici terapèutic desitjat durant un determinat període 

de temps. Per tant, l’elecció del vector per modificar genèticament un tipus cel·lular o 

un teixit depèn directament del tipus de malaltia i els òrgans afectats. La gran avantatge 

que presenta la teràpia gènica pel tractament de les LSDs és la possibilitat d’assolir 

l’expressió a llarg termini del transgèn, segons el vector viral escollit, evitant les 

repetides administracions de l’enzim recombinant necessàries en l’ERT. 

La transferència gènica realitzada pot consistir en l’addició, l’edició i knockdown (o 

genominvat) del gen d’interès. L’addició del gen consisteix en la introducció del 

material genètic per tal d’augmentar l’expressió d’un gen endogen o introduir un gen 

no-mutat (Kay, 2011). L’edició gènica es basa en l’ús de les tecnologies de DNA 

recombinant, zinc-fingers, TALENS, meganucleases, etc. per tal d’alterar les seqüències 

gèniques per corregir o crear mutacions (Kay, 2011; Urnov, 2010). En últim terme, el 

knockdown del gen consisteix en la disminució de l’expressió de gens endògens per tal 

d’obtenir l’efecte terapèutic desitjat utilitzant diverses tecnologies, com per exemple el 
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RNA d’interferència (Davidson, 2011). A més, la modulació de l’expressió gènica als 

teixits cel·lulars també es pot modificar segons el tipus de promotor utilitzat o bé amb 

l’ús d’elements reguladors, com per exemple, l’element regulador post-transcripcional 

del virus de l’hepatitis de marmota (o Woodchuck Posttranscriptional Regulator 

Element, WPRE), el qual augmenta l’estabilitat del mRNA incrementant l’expressió del 

gen transferit (Zufferey, 1999). 

Actualment, la teràpia gènica ha esdevingut una eina molt prometedora pel 

tractament d’un ampli ventall de malalties. Els avantatges que presenten les LSDs són: 

(i) malalties monogèniques on cal subministrar l’únic gen mutat; i (ii) un petit augment 

de l’activitat enzimàtica per sobre el 10% pot donar lloc a l’efecte terapèutic desitjat 

(Parenti, 2013). Tot i que normalment seria imprescindible el tractament de totes les 

cèl·lules de l’organisme per revertir els efectes de la malaltia, en aquest cas concret no 

és necessari gràcies al fenomen de la correcció creuada. Per tant, si s’aconsegueix la 

transferència del material genètic a un mínim de cèl·lules que actuïn com a font 

subministradora de l’enzim deficient, les cèl·lules veïnes no modificades genèticament 

són capaces de recaptar l’enzim lisosòmic alliberat al medi extracel·lular, i d’aquesta 

manera, corregir la seva patologia. Encara que la correcció creuada permet un benefici 

terapèutic mitjançant la modificació genètica d’un petit número de cèl·lules, és 

imprescindible el tractament efectiu de les afectacions del SNC, que es complica per: (i) 

la presència de la BHE i (ii) la incapacitat de la majoria dels vectors virals de creuar la 

BHE quan s’administren sistèmicament (Sands, 2006; Parenti, 2013). 

 

3.2. Vectors virals 

Els vector virals són virus modificats utilitzats freqüentment com a vehicle per a la 

introducció de material genètic exogen a dins d’una cèl·lula. Els virus han evolucionat 

al llarg de la història per infectar eficientment les cèl·lules i enviar el seu genoma viral 

al nucli. Els vectors virals, a diferència del virus, encapsiden un material genètic que 

conté el gen terapèutic enlloc del genoma viral. D’aquesta manera, els vectors virals 

tenen la mateixa capacitat infectiva que els virus naturals, però han perdut la seva 

capacitat de replicació a dins la cèl·lula hoste per la manca del propi genoma viral. 
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Tot i que la teràpia gènica amb vectors virals és molt prometedora, també presenta 

alguns inconvenients. La seguretat i la possibilitat de carcinogènesis d’alguns vectors, 

com els retrovirals o lentivirals, és un dels principals problemes associats a la teràpia 

gènica (Nienhuis, 2013). En canvi, l’ús dels vectors adenoassociats (o adeno-associated 

vector, AAV) no patogènics, el qual s’integra al genoma hoste a freqüències 

extremadament baixes, poden superar aquest tipus de problemes (Parenti, 2013). Una 

altra dificultat és la sobreexpressió del gen terapèutic a nivells suprafisiològics que 

poden provocar problemes en humans (Parenti, 2013). Com que els enzims lisosòmics 

només són actius a pH àcids, situació limitada als lisosomes, alts nivells de proteïna al 

torrent circulatori o dins el citoplasma cel·lular no genera cap problema extra amb 

aquest tipus de teràpia. Finalment, una de les preocupacions més importants és la 

seguretat del vector viral segons la dosi administrada que pot generar una resposta 

immunitària envers les proteïnes de la càpsida del vector viral o, fins i tot, el gen 

terapèutic (Parenti, 2013; Mingozzi, 2013). 

Al llarg de la història de la teràpia gènica s’han utilitzat diversos vectors virals com 

els herpes virus símplex, lentivirus, retrovirus, adenovirus, AAVs, baculovirus, sendai 

virus, entre d’altres. Ara bé, els tipus de vectors virals més estudiats pel tractament de 

les LSDs són els següents: lentivirus, retrovirus, adenovirus i AAVs (Sands, 2006). La 

Taula 3 resumeix les propietats més importants dels vectors virals més usats. 
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Taula 3. Característiques generals dels vectors virals més estudiats en teràpia gènica. 
 

 

Adaptat de Nienhuis, 2013. 

 

3.3. Vectors virals adenoassociats 

Els AA Vs provenen de  virus adenoassociats que pe rtanyen a  la família de ls 

Parvoviridae, de l gènere de ls Dependovirus. Inicialment, aquests virus e s van 

identificar com a una contaminació de les preparacions virals dels adenovirus, però més 

endavant es van identificar com a un nou ti pus de virus que la seva replicació depenia 
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de la coinfecció amb d’altres virus com els adenoassociats o els herpes virus. 

Actualment, no es coneix cap patologia humana associada als AAVs, fet que els fa el 

candidat ideal pel seu ús en teràpia gènica. 

 

3.3.1. Biologia dels virus AAVs 

Els AAVs són partícules víriques sense envolta de 20 nm de diàmetre amb una 

simetria icosaèdrica. Contenen un DNA monocatenari lineal d’unes 4,7 Kb que es 

divideixen en tres regions funcionals: 2 ORFs (rep i cap) i els terminals invertits repetits 

(o Inverted Terminal Repeats, ITR) (Carter, 2000). El genoma viral conté dos gens 

essencials: Rep, que codifica les proteïnes amb les funcions de replicació del genoma 

viral, control de la transcripció i empaquetament del DNA en les noves càpsides; i Cap, 

que codifica les proteïnes de la càpsida del virus (King, 2001; Pereira, 1997). Gràcies a 

al tall i unió (splicing) alternatiu, es generen 4 proteïnes Rep (Rep 78, Rep 68, Rep 52 i 

Rep 48) i tres proteïnes Cap (VP1, VP2 i VP3) dels promotors del genoma viral de 

l’AAV (Figura 8). Aquests dos ORFs estan flanquejats per les ITRs formades per 145 

nucleòtids amb seqüències palindròmiques que provoquen el seu plegament en forma de 

T (Figura 8). Les ITRs contenen les funcions en cis necessàries per a la replicació, 

empaquetament i integració del genoma viral. En absència d’un virus necessari per dur a 

terme la seva replicació, els virus adenoassociats tendeixen a integrar-se a 4 Kb de la 

regió q13.4-ter del cromosoma 19 humà (Samulski, 1991; Kotin, 1990). 

Aproximadament, un 90% de la població és seropositiva per algun dels serotips 

d’AAVs naturals, tot i que no en tenen consciència a causa de la infecció asimptomàtica 

que pateixen (Skubis-Zegadlo, 2013). 
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Figura 8. Estructura genètica del genoma de l’AAV wild-type. El genoma viral es troba flaquejat per 
dues seqüencies ITR. Les fletxes indiquen la posició dels tres promotors p5, p19 i p40 codificants pels 3 
ORFs. T ots els transcrits co mparteixen la mateixa senyal d e poliadenilació ( PolyA). Adaptat d e Daya, 
2008. 

 

3.3.2. Característiques dels vectors AAVs 

Els g ens rep i cap substituïts per e l cassette d’expressió d’interès permet la 

generació de ls vectors adenoassociats, però se n’impedeix la capacitat de re plicació 

eliminant el genoma viral wild-type (Figura 9). Les ITRs dels extrems es mantenen per 

tal que el vector viral tingui la capacitat d’empaquetar-se durant el procés de producció. 

 

 

Figura 9. Estructura genètica del genoma del vector AAV. 
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Antigament, la producció del vector viral AAV es duia a terme mitjançant la 

utilització d’un virus helper, que donava lloc a unes preparacions virals amb 

contaminacions per part d’aquest altre virus. La tecnologia de producció dels AAVs es 

va millorar gràcies al protocol de triple transfecció de plasmidi en cultius cel·lulars. Un 

plasmidi conté el gen d’interès amb el promotor corresponent flanquejat per les ITRs 

que permet la seva encapsidació. Un altre conté els gens adenovirals necessaris per la 

replicació de l’AAV (AdE1, E2A, E4 i VA). Finalment, el tercer plasmidi conté els 

gens Rep i Cap del virus AAV wild-type per tal d’obtenir les funcions de replicació com 

també les proteïnes de la càpsida necessàries per a l’encapsidació del gen d’interès 

flanquejat per les ITRs (Matsushita 1998; Xiao 1998). En conseqüència, es produeixen 

les partícules virals que posteriorment se separaran de les restes cel·lulars després de 

diversos passos de centrifugació. Recentment, el nostre laboratori va desenvolupar un 

mètode per la purificació de les partícules virals basat en la precipitació dels virus 

mitjançant polietilè glicol (PEG) seguida de la ultracentrifugació amb gradients de 

CsCl. Aquest procediment redueix dràsticament el número de càpsides buides (vectors 

virals encapsidats sense el gen d’interès) i impureses proteiques presents a la preparació 

viral purificada. Els vectors produïts per aquest mètode presenten una millor eficiència 

en la transducció in vivo per part dels AAVs (Ayuso, 2010a). 

Actualment, els vectors AAVs són una eina molt útil per la transferència eficient 

del gen d’interès, tant a cèl·lules quiescents com en divisió, i permetre una expressió a 

llarg termini amb una baixa toxicitat i immunogenicitat. No obstant això, un dels 

principals problemes d’aquests vectors recombinants és la baixa capacitat 

d’encapsidació del gen terapèutic a causa d’un genoma viral de només 4,7 Kb. A més, 

és essencial conèixer el tropisme dels vectors AAVs, el qual varia en funció del serotip 

d’AAV natural de procedència, per tal de poder escollir el millor serotip en funció de la 

patologia que cal tractar. La Taula 4 descriu els serotips d’AAVs més utilitzats en 

teràpia gènica juntament amb el receptor que permet l’entrada del vector a dins la 

cèl·lula, en cas que sigui conegut, i dóna lloc a un tropisme determinat per cada serotip. 

D’entre tots els vectors presentats a la Taula 4, l’AAV9 és el vector que presenta una 

expressió més ràpida, ubiqua i robusta a la majoria de teixits després d’una 

administració sistèmica (Zincarelli, 2008). El terminal galactosa s’ha identificat com el 

receptor d’unió de l’AAV9 (Bell, 2011; Shen, 2011), i la seva capacitat d’unió al 

receptor glicà en determina el seu tropisme (Shen, 2012). A més, l’AAV9 té una 
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característica que el fa especial: la capacitat de t ravessar la barrera hematoencefàlica i 

transduir eficientment el cervell després d’una administració intravenosa en ra tolins i 

primats no humans  (Foust, 2009; Bevan, 2011 ; Gray, 2011 ). A més, e l vector vira l 

AAV9 administrat sistèmicament també és capaç de transduir eficientment altres teixits 

com el fetge i el cor (Inagaki, 2006; Duque, 2009). 

Actualment, hi ha més de 60 pr otocols de teràpia gènica que  utilitzen e ls vectors 

AAVs, i algun d’ells han demostrat expressió del transgèn en humans durant llargs 

períodes de temps (~8-10 anys) (Niemeyer, 2009; Buchlis, 2012). 

 

Taula 4. Principals vectors AAVs amb el receptor d’entrada a la cèl·lula i el seu tropisme. 
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3.4. Teràpia gènica pel tractament de la MPSIIIA 

Durant els últims anys, s’han realitzat grans avenços en el camp de la teràpia gènica 

com a estratègia terapèutica pel tractament de diverses malalties metabòliques 

hereditàries, incloent les LSDs neuropàtiques (Cheng, 2014). Aquestes malalties 

presenten l’avantatge que amb la modificació d’un petit grup de cèl·lules poden generar 

un benefici terapèutic global gràcies a la correcció creuada. 

A dia d’avui, la teràpia gènica en la Síndrome de Sanfilippo només s’ha 

desenvolupat pel subtipus A i B. El primer estudi que va es va dur a terme consistia en 

el tractament de fibroblasts de pacients amb un vector retroviral codificant per a la 

sulfamidasa (Bielicki, 1996). Els resultats observats van permetre concloure que la 

teràpia gènica és possible, ja que es van aconseguir nivells d’activitat sulfamidasa iguals 

o superiors als dels fibroblasts control, fet que provocava la normalització dels nivells 

d’acumulació de GAGs (Bielicki, 1996). A partir d’aquí, s’han anat testant diverses 

aproximacions terapèutiques per a la MPSIIIA basades en l’administració dels vectors 

virals mitjançant diferents rutes als models animals de la malaltia. 

 

3.4.1. Administració de vectors virals per la ruta intravenosa 

Una de les rutes més accessibles i senzilles és l’administració dels vector virals per 

via sistèmica. En general, és una via d’administració gens invasiva, fàcilment 

reproduïble a qualsevol centre sanitari. Es va testar el tractament basat en la teràpia 

gènica usant l’administració intravenosa de vectors lentivirals a ratolins MPSIIIA adults 

joves (6 mesos d’edat) (Anson, 2007; McIntyre, 2008; McIntyre, 2010). Aquesta 

administració dels lentivirus va permetre la detecció del vector viral a fetge i melsa, 

provocant l’expressió de la sulfamidasa a aquests òrgans transduïts que van secretar 

l’enzim a sèrum (McIntyre, 2010), tot i que en un estudi anterior no es va detectar 

activitat enzimàtica a sèrum (McIntyre, 2008). A partir d’aquí, la sulfamidasa activa 

procedent de diversos teixits perifèrics va permetre la correcció de la majoria de 

característiques de la patologia somàtica (Anson, 2007; McIntyre, 2008; McIntyre, 

2010). Ara bé, els vectors lentivirals no eren capaços de transduir eficientment el SNC, 

a causa de la limitació de la BHE, impedint la millora de la patologia neurològica 

(McIntyre, 2008; McIntyre, 2010). En la MPSIIIB, també es van testar els vectors 
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retrovirals que, principalment, van permetre la detecció de Naglu a fetge i melsa 

corregint l’afectació somàtica (Di Natale, 2005). A partir d’aquí, també es van 

desenvolupar nous estudis de teràpia gènica basats en l’administració intravenosa dels 

vectors AAVs. En primer lloc, la limitada entrada del vector viral AAV2 al SNC 

després de l’administració sistèmica va millorar gràcies a la infusió de mannitol prèvia 

al tractament (McCarty, 2009). Aquesta aproximació va permetre una màxima 

distribució del vector que va liderar una millora de la patologia lisosòmica del SNC i 

una correcció parcial de la patologia somàtica, juntament amb una millora funcional i un 

increment de la supervivència (McCarty, 2009). D’altra banda, el vector viral AAV8 

administrat per la vena de la cua va provocar l’expressió de la sulfamidasa a fetge, i la 

detecció de nivells suprafisiològics de sulfamidasa activa a sèrum, els quals van 

provocar la reversió de la patologia perifèrica de la MPSIIIA (Ruzo, 2012a). Els nivells 

d’activitat sulfamidasa al cervell propers al 10% van permetre la correcció parcial de 

l’acumulació de GAGs al SNC, com també la millora de la neuropatologia observada al 

còrtex cerebral i el cerebel (Ruzo, 2012a). La transferència gènica al fetge del vector 

AAV8 per via sistèmica també va evidenciar una major supervivència (Ruzo, 2012a). 

Com que no s’aconseguia una reversió completa de l’afectació neurològica, es va testar 

un nou serotip de vector viral, l’AAV9, el qual és capaç de creuar la barrera 

hematoencefàlica després de l’administració sistèmica (Foust, 2009; Duque, 2009). 

Aleshores, es va aconseguir la transducció dels teixits perifèrics, com també el SNC, 

provocant l’expressió de la sulfamidasa tant a cervell com a fetge, font secretora de 

sulfamidasa activa circulant (Ruzo, 2012b). L’increment de l’activitat sulfamidasa va 

comportar la correcció dels dipòsits de GAGs del SNC i els teixits perifèrics, i la 

reversió de la neuroinflamació, que donava lloc a una prolongació de la supervivència 

dels ratolins MPSIIIA tractats (Ruzo, 2012b). Aquests resultats també es van observar 

en un estudi pel tractament de la MPSIIIB, després de l’administració intravenosa del 

vector viral AAV9 (Fu, 2011). Així doncs, l’administració d’una dosi elevada del vector 

AAV9 per via sistèmica va permetre la correcció de la patologia neurològica i somàtica 

de la MPSIIIA, com també de la MPSIIIB que presenta una simptomatologia molt 

similar. 
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3.4.2. Administració de vectors per la ruta intraparenquimàtica 

Una altra ruta és l’administració en el parènquima cerebral per maximitzar la 

difusió del vector viral als òrgans més afectats per la patologia, tot i que actualment no 

s’ha estudiat específicament en els models animals de la MPSIIIA. En general, 

l’administració directa al SNC consisteix en diverses injeccions locals al parènquima 

cerebral per tal d’aconseguir la màxima distribució del vector viral. Els estudis en els 

models murí i caní de la MPSIIIB, malaltia que presenta una simptomatologia molt 

similar a la MPSIIIA, han revelat certs nivells d’eficàcia terapèutica i millora funcional 

de la patologia central (Ellinwood, 2011; Cressant, 2004; Di Domenico, 2009; 

Heldermon, 2010). A més, d’altres LSDs amb afectació neurològica, com la 

lipofuscinosi neuronal ceroide infantil tardana (o Late Infantil Neuronal Ceroid 

Lipofuscinosis, LINCL), s’han tractat mitjançant l’administració intraparenquimàtica 

del vector AAVrh.10 assolint una millora de l’acumulació patològica i a nivell 

funcional (Sondhi, 2007). Fins i tot, algunes d’aquestes teràpies basades en 

l’administració intraparenquimàtica de vectors AAVs van arribar a la clínica, com és el 

cas de la malaltia de Canavan, la malaltia de Batten o LINC (Worgall, 2008; Leone, 

2012; Souweidane, 2010). L’inconvenient principal d’aquestes aproximacions 

terapèutiques és la poca distribució del vector viral per tot el SNC des del punt 

d’injecció, i la dificultat de transduir eficientment zones més profundes o distals als 

diversos punts d’injecció, com el cerebel o el tronc encefàlic (Souweidane, 2010; 

Leone, 2012). Aleshores, aquest conjunt de resultats ha estat la base pel 

desenvolupament clínic de l’aproximació terapèutica mitjançant l’administració 

intraparenquimàtica de l’AAVrh.10 pel tractament de la MPSIIIA (Tardieu, 2014). Tot i 

que l’estudi va ser ben tolerat pels pacients tractats tot demostrant la seguretat del 

procediment realitzat, l’eficàcia terapèutica va ser molt limitada (Tardieu, 2014). 
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3.4.3. Administració de vectors per la ruta intra-LCR 

Una altra de les rutes escollides per a la recerca del tractament de la MPSIIIA 

consisteix en l’administració del vector viral directa al LCR, ja que pot permetre una 

àmplia distribució a tot el SNC. El LCR és un líquid de color transparent que banya tot 

el SNC, i s’encarrega de protegir-lo contra els traumatismes, proporcionar-li estabilitat 

mecànica i sosteniment, nutrició, regulació dels metabòlits presents al SNC, etc. El LCR 

es produeix als plexes coroides i circula des dels ventricles laterals cap al tercer i quart 

ventricle, on es distribueix cap al canal central de la medul·la espinal i surt cap a la 

cisterna magna distribuint-se per l’espai subaracnoïdal del SNC (Figura 10). Els humans 

tenen un volum d’entre 100 i 150 ml de LCR, en condicions fisiològiques, el qual es 

produeix diàriament a una velocitat de 500 ml/dia provocant-ne la renovació 3-4 

vegades al dia. Aleshores, una teràpia directa al LCR permetria la màxima difusió del 

vector viral a tot el SNC aconseguint una millor correcció de la patologia. Diversos 

estudis han provat l’administració intra-LCR de determinats vector virals. Per exemple, 

el vector viral AAV2 administrat per via intracisternal (IC) es va testar en ratolins de la 

MPSIIIB, i va donar lloc a una àmplia correcció del SNC amb un efecte més limitat als 

teixits perifèrics analitzats (Fu, 2010). Ara bé, en ratolins de la MPSIIIA també es va 

desenvolupar una teràpia gènica directa al LCR que consistia en l’administració 

intracerebroventricular (ICV) del vector AAV5 codificant per la sulfamidasa i SUMF1, 

activador de les activitats sulfatases (Cosma, 2003; Fraldi, 2007a). El tractament de 

ratolins recent nascuts va permetre una visible reducció de l’acumulació lisosòmica, 

dels marcadors inflamatoris i la millora de les funcions motores i cognitives (Fraldi, 

2007b). Tots aquests estudis van revelar que l’administració d’aquests serotips d’AAVs 

al LCR permetia una correcció de la patologia neurològica de la MPSIIIA. Així doncs, 

l’estudi de nous vectors virals AAVs pel tractament de la MPSIIIA mitjançant la ruta 

intra-LCR és prometedora per tractar, principalment, l’òrgan més afectat per la malaltia, 

el SNC. 
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Figura 10. Circulació del LCR al SNC. El LCR es produeix als plexes coroides dels ventricles laterals i 
es dirigeix cap al tercer ventricle i finalment al quart ventricle. Una part del LCR es dirigeix cap al canal 
central de la medul·la espinal, mentre que una altra part surt per l’obertura lateral o medial per circular 
per tot l’espai subaracnoïdal i banyar el SNC. Adaptat de “Anatomy & Physiology, Connexions Web site. 
http://cnx.org/content/col11496/1.6/”. 

 

3.4.4. Combinació de rutes d’administració 

Per tal d’aconseguir la correcció total de la patologia neurològica i somàtica de la 

MPSIIIA, s’han realitzat diversos estudis provant l’eficàcia després de la combinació de 

dos tra ctaments simultàniament. L’administració intraparenquimàtica de l’AAV5 

juntament amb el transplantament de  medul· la òssia pel tractament de  la MPSIIIB va 

resultar en un efecte sinèrgic tot reduint les inclusions lisosòmiques del SNC i millorant 

l’audició, però va demostrar un efecte negatiu en la supervivència i la millora funcional 

en comparació a la teràpia AAV sola  (Heldermon, 2010). Aquest estudi va evidenciar 

que la ter àpia gènica amb l’AAV5 per si sola era més eficient e n la  mi llora de  la 

patologia de la MPSIIIA respecte a la teràpia combinada (Heldermon, 2010). Per altra 

banda, l’estudi dels ratolins MPSIIIB tra ctats a 2 -4 dies d’edat mitjançant 

l’administració intravenosa de ve ctors lentivi rals combinat amb l’administració 

intraparenquimàtica de l’AAV5 va demostrar una eficàcia t erapèutica major que cad a 

tractament per separat (Heldermon, 2013). Finalment, també s’ha estudiat la combinació 

de l’administració intravenosa i intracisternal de l’AAV2 després de la infusió de 

mannitol (Fu, 2007) . A quest tractament va re sultar en una  mi llora d els dèficits de 

comportament i una supervivència més prolongada, com també una correcció parcial de 

http://cnx.org/content/col11496/1.6/
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la patologia d’acumulació lisosòmica al SNC i els teixits perifèrics analitzats (Fu, 

2007). 

 

3.5. Efecte de la immunitat humoral anti-AAV a la teràpia gènica 

Diversos estudis han revelat que una elevada proporció d’humans sans 

desenvolupen immunitat humoral contra la càpsida dels virus AAVs wild-type. En 

recent nascuts s’ha observat la presència d’anticossos anti-AAV procedents de la mare, 

tot i que disminueixen ràpidament entre els 7 i 11 mesos (Calcedo, 2011). Seguidament 

i com a conseqüència de l’exposició natural a l’AAV wild-type durant els primers anys 

de vida, els anticossos neutralitzants (o Neutralyzing Antibodies, NAbs) anti-AAV van 

augmentant progressivament durant la infància i l’adolescència tot perdurant al llarg del 

temps (Calcedo, 2011; Li, 2012). En general, l’AAV2, hoste natural dels humans, és el 

serotip d’AAV més prevalent en mostres de sèrum humanes procedents de diverses 

regions del món com Àfrica, Austràlia, Estats Units o Europa (Calcedo, 2009). De fet, 

l’AAV2 no només presenta una alta prevalença (59%), sinó que els títols de NAbs 

presents a la majoria de la població seropositiva són molt elevats (>1:400) (Boutin, 

2010). Per altra banda, el serotip AAV9 presenta una menor prevalença de NAbs en la 

població humana (33,5%) a uns títols baixos de 1:20 (Boutin, 2010). 

La immunitat humoral als AAVs wild-type ha estat una de les barreres més 

importants que ha dificultat l’èxit de la teràpia gènica (Mingozzi, 2013). En el primer 

assaig clínic per l’hemofília B administrant el vector viral AAV1 per via sistèmica es va 

observar el bloqueig total de l’expressió del transgèn del Factor IX a un pacient amb un 

títol de NAbs anti-AAV2 d’1:17 (Manno, 2006). Mentre que un altre pacient, amb un 

títol 1:2, va aconseguir uns nivells circulants de Factor IX propers al 10% d’un individu 

normal (Manno, 2006). Els estudis en ratolins, gats i primats no humans amb immunitat 

humoral preexistent van demostrar que un títol de NAbs anti-AAV superior a 1:5-1:10 

van ser capaços de bloquejar l’expressió del gen després d’una administració sistèmica 

(Scallan, 2006; Murphy, 2008; Jiang, 2006; Ferla, 2013). Ara bé, l’administració directa 

del vector AAV9 a la cisterna magna va permetre l’eficient transducció del SNC en 

primats no humans amb la presència de NAbs anti-AAV9 a sèrum (Gray, 2013). Així 

doncs, en funció del teixit on es realitza la transferència gènica, els NAbs anti-AAV 
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poden limitar/bloquejar l’expressió del transgèn (Mingozzi, 2013). A més, el ventall 

d’edat en el qual l’absència d’anticossos neutralitzants va permetre el tractament amb 

teràpia gènica sense respostes humorals no desitjades és molt petit. Per tant, la 

prevalença i magnitud de la seropositivitat dels individus inclosos en un assaig clínic cal 

tenir-la molt en compte pel possible impacte negatiu en l’eficiència de la transferència 

gènica. 
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La Mucopolisacaridosi tipus IIIA o Síndrome de Sanfilippo A és una malaltia 

metabòlica hereditària rara que es caracteritza per una afectació greu del SNC, amb una 

alteració somàtica més lleugera. Els pacients afectats per la MPSIIIA presenten una 

severa neurodegeneració que evoluciona progressivament fins a provocar la mort entre 

la primera i segona dècada de vida. Actualment, no hi ha cap teràpia aprovada pel 

tractament de la MPSIIIA. Així doncs, és necessari desenvolupar noves estratègies 

terapèutiques eficaces per a la correcció, sobretot, de la patologia neurològica, com 

també la patologia somàtica. La teràpia gènica in vivo basada en l’administració de 

vectors virals adenoassociats és una bona alternativa terapèutica a causa de la no 

patogenicitat del vector viral i la capacitat d’expressió de la proteïna lisosòmica 

deficient a llarg termini. 

L’objectiu general d’aquest estudi va ser desenvolupar una nova aproximació de 

teràpia gènica basada en l’administració del vector viral AAV9 directament al 

LCR pel tractament de la patologia neurològica i somàtica de la MPSIIIA. Aquest 

objectiu general es va subdividir en 3 objectius específics: 

 

1. Determinar l’eficàcia terapèutica de l’administració intra-LCR del vector 

viral AAV9 codificant pel gen de la sulfamidasa en ratolins models de la 

malaltia MPSIIIA. 

 

2. Avaluar la translació de l’aproximació de teràpia gènica basada en 

l’administració intra-LCR del vector viral AAV9 en gossos Beagle adults.  

 

3. Estudiar l’impacte de la immunitat humoral preexistent contra l’AAV9 en 

l’eficiència de la transducció del SNC.  
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1. ADMINISTRACIÓ INTRA-LCR DE L’AAV9 SULFAMIDASA EN 

RATOLINS 

 

El nostre laboratori havia desenvolupat diverses aproximacions de teràpia gènica 

mitjançant l’ús de vectors AAV pel tractament de la MPSIIIA en ratolins models 

animals de la malaltia. Una de les aproximacions que permetia la correcció de la 

patologia neurològica i somàtica característica de la MPSIIIA va ser l’administració 

intravenosa del vectors AAV9 codificant per a la sulfamidasa murina (Ruzo, 2012b). 

Ara bé, la dosi mínima necessària per aconseguir la reversió de la patologia era molt 

elevada (1x1012 genomes virals/ratolí (o vector genomes, vg)), el que suposa un repte 

tant en la producció com en la seguretat de la teràpia. Així doncs, per tal de minimitzar 

la dosi de vector administrat mantenint l’eficàcia terapèutica del tractament, es va 

realitzar una primera prova de concepte de nova aproximació de teràpia gènica per a la 

MPSIIIA. Aquesta consistia en l’administració directa al LCR dels vectors AAVs 

codificant per a la proteïna verda fluorescent (o Green Fluorescent Protein, GFP) sota 

el control del promotor ubicu CAG (promotor híbrid format pel potenciador de la 

transcripció citomegalovirus, el promotor de la β-actina i el primer intró del gen de la β-

globina humana). Els resultats del nostre laboratori van demostrar que el vector viral 

AAV9 administrat a la cisterna magna de ratolins de 2 mesos d’edat a una dosi de 

5x1010 vg/ratolí resultava en una àmplia i elevada transducció del cervell, fins i tot a 

regions distals al punt d’injecció, comparat amb els nivells de transducció d’altres 

seroptips d’AAV (Tesi doctoral A. Ruzo, 2010). A més, el serotip AAV9 present al 

LCR va passar des del SNC cap a la sang perifèrica, transduint eficientment el fetge 

(Tesi doctoral A. Ruzo, 2010). Per tant, l’administració dels vectors AAVs a la cisterna 

magna, una cavitat a l’espai subaracnoïdal entre el cerebel i la superfície dorsal de la 

medul·la oblonga, és una bona ruta per a l’administració directa de productes 

terapèutics al LCR, el qual pot distribuir els AAVs per tot el SNC i, fins i tot, drenar-los 

cap als teixits perifèrics. 

En aquest treball ens hem centrar en la utilització d’aquesta via d’administració 

local, directa al LCR, per a la transferència de l’enzim sulfamidasa mitjançant vectors 

AAV9 a dosis molt més baixes que les utilitzades per via intravenosa. 
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1.1. Disseny experimental de l’administració intra-LCR de l’AAV9-Sgsh 

L’avaluació de l’eficàcia terapèutica de l’aproximació de teràpia gènica 

desenvolupada en aquesta tesi es va dur a terme mitjançant l’administració intra-LCR de 

del vector AAV9 codificant pel gen de la sulfamidasa murina (mSgsh) (Figura 1). Els 

ratolins MPSIIIA es van tractar a dos mesos d’edat, quan la patologia del SNC ja estava 

establerta i l’acumulació de GAGs a teixits perifèrics ja era evident (Crawley, 2006; 

Ruzo, 2012a). Les dosis administrades als ratolins MPSIIIA van ser: 5x1010 vg/ratolí, en 

un volum final de 5 µl per a l’administració intra-LCR sense realitzar una sobrepressió 

al SNC, i 5x109 vg/ratolí, dosi amb un log de diferència per avaluar el rang d’eficàcia 

terapèutica. Durant els 4 mesos post-injecció, es va dur a terme un seguiment mensual 

dels animals mitjançant la presa de mostra de sang. Finalment, els animals es van 

sacrificar després de 4 i 10-12 mesos de tractament per tal d’avaluar el grau de correcció 

de la patologia mitjançant paràmetres bioquímics i histopatològics, com també l’anàlisi 

del comportament i la supervivència. Com a grup control de l’estudi, es va utilitzar els 

ratolins afectats per la MPSIIIA injectats per via intracisternal amb l’AAV9-Nul, vector 

que no codifica per cap transgèn i a la vegada serveix com a control de la tècnica 

d’administració (Figura 1). 
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Figura 1 . Dis seny ex perimental del t ractament de ratolins afectats per la MPSIIIA. El tr actament 
consisteix en l’administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh. OF, Prova de camp obert o Open-Field; 
IC, in tracisternal; W T, s ans o wild-type; DA , dosi alta; DB, d osi baixa; LIMP2, p roteïna lisosòmica 
integral de membrana tipus 2  o  Lysosomal Integral-Membrane Protein 2 ; LAMP1, p roteïna lisosòmica 
associada a la m embrana tip us 1 o Lysosomal A ssociated-Membrane P rotein; GFA P, Proteïna acídica 
fibril·lar glial o Glial Fibrillar Acidic Protein; BSI-B4, isolectina B4. 
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1.2. Eficàcia al SNC de l’administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh  

 

1.2.1. Activitat sulfamidasa al cervell 

Després de 4 mesos de l’administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh, es va 

quantificar l’activitat sulfamidasa en diferents regions del cervell. A la dosi més alta 

(5x1010 vg/ratolí), es va observar un augment estadísticament significatiu de l’activitat 

sulfamidasa a totes les regions del cervell. Els valors de l’activitat enzimàtica es van 

detectar entre l’11 i el 36 % dels valors normals d’activitat en mascles sans (o wild-type, 

WT) i entre el 7 i el 29% en femelles (Figura 2A). A més, els nivells més elevats 

d’activitat sulfamidasa es van detectar a les parts més rostrals de l’encèfal (seccions I-

III, Figura 2A), regions allunyades del punt d’injecció. Per altra banda, a la dosi més 

baixa no es va detectar cap augment significatiu de l’activitat sulfamidasa en 

comparació amb els ratolins MPSIIIA injectats amb el vector AAV9-Nul (vector AAV9 

que no codifica per cap transgèn i s’utilitza com a control). Aquests van presentar els 

mateixos nivells d’activitat sulfamidasa que els ratolins MPSIIIA no tractats. Per tant, la 

tècnica per se no va afectar a l’activitat enzimàtica, sinó que els nivells assolits a la dosi 

més alta van estar relacionats amb la pròpia expressió del transgèn. 

En observar un increment de l’activitat sulfamidasa al SNC de ratolins MPSIIIA 

tractats amb la dosi alta, també es va realitzar un seguiment fins a 10-12 mesos post-

tractament. Després de l’administració intracisternal (IC), es va detectar uns nivells 

d’activitat sulfamidasa del 13 al 40% dels valors normals en mascles i del 16 al 34% en 

femelles en diverses regions del cervell dels ratolins MPSIIIA tractats (Figura 2B). Per 

tant, després d’una administració intra-LCR de 5x1010 vg/ratolí del vector AAV9-

mSgsh es va observar els mateixos nivells d’activitat sulfamidasa tant a curt com a llarg 

termini. 
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Figura 2. Activitat sulfamidasa al SNC després de l’administració intracisternal de l’AAV9-mSgsh 
a ratolins MPSIIIA. (A, B) Percentatge d’activitat sulfamidasa WT a cinc regions del cervell (seccions I-
V indicades en les imatges ubicades sobre les gràfiques) en ratolins MPSIIIA mascles i femelles tractats a 
2 mesos d’edat amb 5x 109 (DB) o 5 x1010 (DA) vg /ratolí de l’AAV9-mSgsh o 5x 1010 vg/ratolí de 
l’AAV9-Nul, utilitzat com a  control. Els a nimals es  van s acrificar d esprés de 4 mesos (A) i als 10-12 
mesos (B) del tractament juntament amb animals WT i MPSIIIA no tractats. Els resultats es mostren com 
a mitjana ± S.E.M.; n = 4-6 animals per grup (4 mesos post-tractament) i n = 2-5 animals per grup (10-12 
mesos post-tractament). *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. DA, dosi alta; DB, dosi 
baixa.  
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1.2.2. Acumulació de GAGs al cervell 

L’increment de l’activitat sulfamidasa observada en diferents àrees del cervell de 

ratolins MPSIIIA mascles i femelles tractats a la dosi alta va donar lloc a una eficient 

correcció de l’acumulació de GAGs a la majoria de les regions del cervell analitzades en 

ambdós sexes al cap de 4 mesos post-tractament (Figura 3A). A les seccions més 

rostrals del cervell (seccions I-III, Figura 3A) es va normalitzar el contingut de GAGs, 

mentre que a les regions més caudals de l’encèfal només es va aconseguir una reducció 

parcial (seccions IV i V, Figura 3A). Per altra banda, en els ratolins MPSIIIA tractats 

amb la dosi més baixa només es va observar una reducció parcial, però estadísticament 

significativa, de l’acumulació de GAGs en algunes regions del cervell (secció I en 

mascles i seccions I-II en femelles, Figura 3A). Els ratolins MPSIIIA injectats amb el 

vector AAV9-Nul no van presentar cap disminució estadísticament significativa del 

contingut de GAGs comparat amb els animals MPSIIIA no tractats.  

A més, es va observar que després d’aproximadament un any amb un increment de 

l’activitat sulfamidasa al SNC, el contingut de GAGs es va normalitzar a totes les 

regions del cervell analitzades d’ambdós sexes. Fins i tot, la correcció es va observar a 

les seccions IV i V que, a 4 mesos post-injecció, únicament havien evidenciat una 

correcció parcial de l’acumulació de GAGs, suggerint que la producció continuada de 

sulfamidasa a llarg termini és necessària per a la correcció total del contingut de GAGs 

(Figura 3B). Així doncs, una única administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh a 

la dosi alta a ratolins MPSIIIA va permetre una completa correcció de la patologia del 

SNC gràcies a la producció sostinguda de la sulfamidasa. 
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Figura 3. Correcció del contingut de GAGs al SNC després de l’administració intra-LCR del vector 
AAV9-mSgsh. (A, B) Quantificació del dipòsit d e GAGs a les  cinc r egions del cervell an alitzades 
(seccions I-V indicades a les i matges u bicades sobre les g ràfiques) d e ratolins MP SIIIA mascles i 
femelles tractats a 2 mesos d’edat amb 5x109 o 5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh o 5x1010 vg/ratolí del 
vector AAV9-Nul com a control. Els ratolins es van sacrificar a 4 mesos (A) i 10-12 mesos (B) després 
del tractament juntament amb WT i MPSIIIA no tractats. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM; 
n=4-6 an imals per grup. *, p<0,05; **, p<0,01 i #, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. DA, dosi alta; DB, dosi 
baixa. 
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1.2.3. Patologia lisosòmica al SNC 

Després de 4 mesos de tractament, es va avaluar la mida del compartiment 

lisosòmic per mitjà de l’anàlisi immunohistoquímica contra LIMP2 de seccions del 

cervell. A 6 mesos d’edat, els ratolins MPSIIIA-Nul van evidenciar una marcada 

distensió lisosòmica, on les cèl·lules LIMP2 positives presentaven una possible 

morfologia neuronal (fletxes blanques Figura 4A). Ara bé, els ratolins MPSIIIA tractats 

amb l’AAV9-mSgsh a la dosi alta van presentar una normalització estadísticament 

significativa de la intensitat de la senyal de la immunohistoquímica contra LIMP2 en 

totes les regions del cervell analitzades (Figura 4). Aquestes dades indiquen una 

completa correció de la patologia lisosòmica al SNC de ratolins MPSIIIA tractats a la 

dosi alta de l’AAV9-mSgsh. 

També es va detectar una millora de la distensió lisosòmica a diverses regions del 

SNC dels ratolins MPSIIIA tractats amb AAV9-hSgsh i es van analitzar després de 10-

12 mesos post-administració mitjançant la immunohistoquímica contra la Proteïna 

lisosòmica integral de membrana (o Lysosomal Integral Membrane Protein, LIMP2) 

(Figura 5). A totes les regions del cervell analitzades es va observar una disminució de 

la intensitat de senyal de LIMP2, amb una reducció completa al còrtex frontal, parietal i 

occipital i a l’hipocamp (Figura 5B). 
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Figura 4. Normalització de la mida del compartiment lisosòmic del SNC després de l’administració 
intracisternal de l’AAV9-mSgsh. ( A) Anàlisi i mmunohistoquímica utilitzant el marcador LIMP2 a 
diferents regions del cervell de ratolins mascles WT i tractats amb el vector AAV9-Nul o a la dosi alta de 
l’AAV9-mSgsh després d e 4 m esos pos t-injecció. L es fletxes blanques indiquen les cè l·lules a mb 
morfologia neuronal. Escala: 200 µ m ( 50 µ m per l’ampliació). (B) Els h istogrames mostren la 
quantificació d e la intensitat d e senyal de LIMP2 en  els diferents grups d e tractament. Els r esultats es  
mostren com a mitjana ± SEM. n= 4-5 animals per grup. *, p<0,05 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul.  
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Figura 5. M illora a lla rg t ermini de la  dis tensió lisosòmica a l SNC després del tractament amb 
l’AAV9-mSgsh. (A) Anàlisi immunohistoquímica amb el marcador LIMP2 a diferents regions del cervell 
de ratolins mascles WT i MPSIIIA tractats amb el vector AAV9-Nul o bé el AAV9-mSgsh a la dosi alta 
(5x1010 vg/ratolí) analitzats després d e 10-12 m esos pos t-injecció del vector. Les fletxes b lanques 
indiquen les cèl·lules a mb m orfologia neuronal. Escala: 200  µ m ( 50 µ m pe r l’ampliació). (B) Els 
histogrames mostren la quantificació de la i ntensitat de la senyal de LIMP2 de cada grup d’estudi. Els 
resultats es mostren com a mitjana ± SEM. n= 4-5 animals per grup. *, p<0,05 i **, p<0,01 vs. MPSIIIA-
Nul. 
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1.2.4. Tipus cel·lular amb distensió lisosòmica 

L’anàlisi immunohistoquímica amb el marcador LIMP2 en ratolins MPSIIIA 

tractats amb el vector AAV9-Nul, tant a 4 mesos com a 10-12 mesos post-tractament, 

va suggerir que les cèl·lules amb una marcada distensió lisosòmica presentaven una 

possible morfologia neuronal (Figura 4 i 5). Així doncs, es van realitzar una sèrie 

d'estudis de colocalització per confirmar els tipus cel·lular més afectats per la patologia 

lisosòmica al SNC de ratolins MPSIIIA mitjançant les immunotincions dobles per 

LIMP2 (marcador de lisosomes) i els marcadors específics de les cèl·lules del SNC com 

neurones (nucli neuronal o Neuronal Nuclei, NeuN), astròcits (proteïna acídica fibril·lar 

glial o Glial Fibrillar Acidic Protein, GFAP) i micròglia (Antigen de Mac2). Es va 

observar que la majoria de cèl·lules LIMP2+ dels ratolins MPSIIIA no tractats eren 

neurones, essent aproximadament el 73% del total de les cèl·lules LIMP2 positives 

(Figura 6). 

  



  Resultats 

 
-76- 

 

 

 

Figura 6. Patologia lisosòmica a les cèl·lules del SNC dels ratolins MPSIIIA. Estudis de colocalització 
mitjançant l’ús de la microscòpia confocal a seccions de cervell de ratolins MPSIIIA no tractats amb la 
immunotinció doble de LIMP2 (vermell) i els marcadors específics de cèl·lules del SNC (verd): neurones 
(NeuN, panells superiors), astròcits (GFAP, panells centrals) i micròglia (antigen Mac2, panells inferiors). 
Les fletxes blanques indiquen les cèl·lules doble positives. Escala: 25 µm.  
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1.2.5. Ultraestructura del còrtex cerebral 

L’anàlisi de la ultraestructura del còrtex frontal per microscòpia electrònica de 

transmissió (MET) va confirmar la reducció de la patologia lisosòmica, prèviament 

detectada i quantificada mitjançant l’anàlisi immunohistoquímica contra LIMP2. En els 

ratolins MPSIIIA injectats amb el vector Nul i analitzats tant a curt com a llarg termini, 

es va observar una alteració de l’aparença normal de les neurones i, principalment, de 

les cèl·lules glials perineuronals que apareixien molt disteses i plenes de grans vesícules 

(Figura 7A). Als ratolins MPSIIIA tractats amb el vector AAV9-mSgsh es va analitzar 

la ultraestructura del còrtex cerebral després de 4 mesos de l’administració. Aquests 

ratolins es van observar una total absència de vesícules d’acumulació en les neurones i 

cèl·lules glials perineuronals del còrtex cerebral (Figura 7A). A més, la correcció de la 

patologia d’acumulació lisosòmica es va mantenir a llarg termini als ratolins MPSIIIA 

tractats (> 10 mesos) amb l’AAV9-mSgsh (Figura 7B). Per tant, aquest estudi va 

demostrar una completa restauració de l’aparença i morfologia de les neurones i les 

cèl·lules glials perineuronals després del tractament tant a curt com a llarg termini. 
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Figura 7. Ultraestructura del còrtex f rontal. (A, B ) MET il·lustrant la r educció de la p atologia 
lisosòmica a les cèl·lules del còrtex frontal després de 4  mesos (A) o 10 mesos (B) de tractament amb 
l’AAV9-mSgsh a la dosi alta (5x1010 vg/ratolí). Els animals es van analitzar juntament amb els ratolins 
WT i MPSIIIA in jectats a mb el v ector AAV9-Nul. Les f letxes vermelles indiquen e ls vacúols 
electroluminescents de les c èl·lules glials perineuronals. (1) n eurona, (2 ) cèl·lula g lial perineuronal. 
Barres d’escala: 2 m.  
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1.2.6. Anàlisi de la neuroinflamació 

A part de la patologia lisosòmica present a les neurones i les cèl·lules de la glia dels 

ratolins MPSIIIA, el SNC de pacients de la MPSIIIA, com també del model murí de la 

malaltia, presenten neuroinflamació (Fraldi, 2007; Wilkinson 2012; Kurihara, 1996; 

Tamagawa, 1985). Per tal d’avaluar l’efecte terapèutic del tractament, es va realitzar 

l’anàlisi immunohistoquímica de les seccions del cervell utilitzant un marcador 

específic per a astròcits, GFAP, i un altre per a la micròglia activada, BSI-B4 (Isolectina 

B4). Així doncs, després de 4 mesos de tractament amb la dosi alta en ratolins 

MPSIIIA, es va observar una dràstica reducció estadísticament significativa de 

l’astrocitosi a les diferents regions del cervell analitzades mitjançant l’anàlisi 

immunohistoquímica contra GFAP (Figura 8A). A més, l’anàlisi immunistoquímica 

amb el marcador de la lectina BSI-B4 va mostrar l’absència d’infiltració per part de la 

micròglia en les diferents àrees del cervell analitzades tant en ratolins sans (WT) com 

també en ratolins MPSIIIA tractats amb la dosi alta d’AAV9-mSgsh (Figura 8B). 

L’estat de la neuroinflamació en ratolins MPSIIIA després de 10 mesos de 

tractament amb 5x1010 vg/ratolí del vector AAV9-mSgsh també es va avaluar 

mitjançant la immunohistoquímica contra GFAP i BSI-B4. L’anàlisi 

immunohistoquímica utilitzant el marcador d’astròcits (GFAP) va mostrar una reducció 

estadísticament significativa de la intensitat de senyal de GFAP a diferents àrees del 

cervell dels ratolins MPSIIIA tractats (Figura 9A). A més a més, la 

immunohistoquímica contra BSI-B4 a cervell no va mostrar cap evidència d’infiltració 

de la micròglia després de 10 mesos de tractament (Figura 9B). Per tant, la correcció de 

la neuroinflamació en ratolins MPSIIIA observada a curt termini també es mantenia a 

llarg termini després de l’administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh. 
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Figura 8. Correcció de la neuro inflamació després del tractament amb l’AAV9-mSgsh. (A, B ) 
Anàlisi immunohistoquímica amb el marcador d’astròcits, GFAP, (A) i el marcador d e la micròglia 
activada, B SI-B4 (B) a les seccions d el còrtex frontal, p arietal i occipital, col·licle superior i tàle m de 
ratolins mascles W T, i MPSIIIA tr actats a mb 5x1010 vg de  vectors AAV9-Nul o b é AAV9-mSgsh 
analitzats després d e 4 m esos de tractament. Escala: 50 m ( 20 m per l’ampliació). Els h istogrames 
representen la intensitat de senyal a cada àrea per cada grup de tractament. Els resultats es mostren com a 
mitjana ± SEM. n=4-5 animals per grup. **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. Sup., superior.  
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Figura 9. Correcció a llarg termini de la neuroinflamació després de la transferència intra-LCR de 
l’AAV9-mSgsh. (A, B ) Anàlisi i mmunohistoquímica utilitzant el marcador d’astròcits GFAP (A) i e l 
marcador de  micròglia activada BSI-B4 (B) a diferents r egions d el ce rvell d e ratolins WT i MPSIIIA 
tractats a mb el vector AAV9-Nul o AAV9-mSgsh a la dosi de 5x 1010 vg/ratolí analitzats 10 m esos 
després del tractament. Escala: 50 µm (20 µm per les ampliacions). Els histogrames mostren la intensitat 
de senyal de cada grup experimental. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM. n=4-5 animals per 
grup. *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. Sup., superior.  
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1.3. Efecte en la patologia somàtica de l’administració intra-LCR de l’AAV9-

mSgsh  

 

1.3.1. Activitat sulfamidasa a fetge i sèrum 

Els estudis de biodistribució de l’AAV9 administrat intra-LCR realitzats 

prèviament al nostre laboratori van demostrar que una part del vector viral drenava des 

del LCR cap a la circulació perifèrica transduint eficientment el fetge (Tesi doctoral A. 

Ruzo, 2010). En els ratolins MPSIIIA tractats amb la dosi alta de l’AAV9-mSgsh per 

via intracisternal es va analitzar l’activitat sulfamidasa de fetge i es va detectar uns 

nivells propers al 190% de l’activitat WT en mascles (Figura 10A) i al 20% de 

l’activitat WT en femelles (Figura 10B). Durant el període de tractament dels ratolins 

MPSIIIA, l’activitat sulfamidasa es va monitoritzar a sèrum periòdicament i es va 

evidenciar la correlació entre els valors del sèrum i els valors detectats a fetge tant en 

mascles com en femelles (Figura 10). Els animals mascles i femelles tractats a la dosi 

baixa van presentar valors pràcticament indetectables a fetge i sèrum, similars als 

observats en ratolins MPSIIIA no tractats o injectats amb el vector AAV9-Nul (Figura 

10). Aquestes dades suggerien que el fetge era la principal font productora de l’enzim 

circulant. Les diferències de gènere observades a l’activitat sulfamidasa de fetge i sèrum 

van estar d’acord amb la diferència de l’eficiència de transducció dels vectors AAVs a 

fetge de ratolins, demostrada per altres estudis anteriors (Ruzo, 2012; Ruzo, 2012b; 

Davidoff, 2003). 
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Figura 10. Producció de sulfamidasa a f etge i s ecreció a  s èrum després de  l’administració 
intracisternal amb l’AAV9-mSgsh. (A, B) Percentatge d’activitat sulfamidasa a fetge i sèrum de ratolins 
MPSIIIA mascles (A) i femelles (B) després de 4 mesos de l’administració intra-LCR del vector AAV9-
mSgsh a una dosi de 5x109 (DB) o 5x1010 (DA) vg/ratolí o 5x1010 (DA) vg/ratolí del vector AAV9-Nul, 
utilitzat com a control. Els r esultats es mostren co m a mitjana ± SEM; n =5-8 a nimals p er gr up. ***,  
p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. p.i., post-injecció; DA, dosi alta; DB, dosi baixa. 
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Després d’aproximadament un any d’una única administració intracisternal de 

5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh, es va observar que l’activitat sulfamidasa encara era 

detectable a fetge i sèrum de ratolins MPSIIIA mas cles i femelles tractats, en 

comparació a ls valors pràcticament indete ctables dels a nimals MPSIIIA no tra ctats 

(Figura 1 1). P er tant, la transferència gènica directa a l SNC del vector AAV9-mSgsh 

aconseguia mantenir un s bons nivells d’enzim circulant durant un llarg període de 

temps. 

 

 

Figura 11. Producció i secreció hepàtica de sulfamidasa a llarg termini. (A, B) Percentatge d’activitat 
sulfamidasa a fetge i sèrum de ratolins MP SIIIA mascles (A) i f emelles (B) després d’una única 
administració del vector AAV9-mSgsh (5x1010 vg/ratolí). Els animals es van analitzar després de 10-12 
mesos de tractament juntament amb WT i MPSIIIA no tractats, utilitzats com a control. Els resultats es 
mostren co m a mitjana ± SE M; n=4-5 an imals p er g rup. **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA no 
tractats. ND: no detectable. DA, dosi alta.  
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1.3.2. Acumulació de GAGs a teixits perifèrics 

L’eficàcia del tractament en la patologia somàtica es va avaluar després de 4 mesos 

de tractament mitjançant la quantificació de l’acumulació de GAGs. A la dosi alta 

testada, es va observar una reducció estadísticament significativa del contingut de 

GAGs a la majoria de teixits perifèrics analitzats d’ambdós sexes (Figura 12). De fet, els 

ratolins mascles MPSIIIA tractats amb la dosi alta de l’AAV9-mSgsh van mostrar una 

completa correcció (96-100% de reducció) del contingut de GAGs a la majoria de 

teixits somàtics, a excepció de la melsa i el ronyó que van presentar una correcció del 

85% (Figura 12A). D’altra banda, els ratolins MPSIIIA femelles tractats a la dosi alta 

van presentar una reducció de l’acumulació de GAGs >70% en tots els teixits analitzats 

exceptuant el ronyó (Figura 12B), òrgan altament refractari al tractament. A la dosi 

baixa testada en ratolins mascles MPSIIIA, es va assolir una correcció total del 

contingut de GAGs a fetge juntament amb una reducció parcial, però estadísticament 

significativa, a d’altres teixits perifèrics (Figura 12A), tot i els nivells no detectables 

d’activitat sulfamidasa a fetge i sèrum (Figura 10A). Ara bé, els nivells de correcció 

assolits en femelles MPSIIIA tractades a la dosi baixa era més limitat permetent 

únicament la reducció parcial de l’acumulació de GAGs en alguns òrgans somàtics, com 

el fetge, el pulmó i la melsa (Figura 12B). Per tant, la correcció de la patologia somàtica 

a ratolins MPSIIIA amb la dosi alta avaluat a curt termini va mostrar una clara eficàcia 

terapèutica, mentre que a la dosi baixa només es va aconseguir una correcció parcial en 

alguns teixits perifèrics a causa dels nivells d’activitat sulfamidasa pràcticament 

indetectables a fetge i sèrum. 

També es va avaluar l’acumulació de GAGs a ratolins MPSIIIA després de 10-12 

mesos de tractament amb la dosi alta de l’AAV9-mSgsh. El grup de ratolins mascles 

tractats van presentar una reducció estadísticament significativa del contingut de GAGs 

de tots els òrgans somàtics analitzats (Figura 13A); mentre que les femelles MPSIIIA 

tractades van mostrar una disminució a tots els teixits perifèrics amb la correcció total a 

fetge, melsa i cor (Figura 13B). Aquestes diferències de correcció de l’acumulació de 

GAGs entre ambdós sexes van ser provocades pels diferents nivells de transducció del 

fetge per part dels AAVs. Tot i això, els nivells de producció de sulfamidasa assolits 

eren capaços de mantenir la correcció de la patologia somàtica de la MPSIIIA a llarg 

termini.  
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Figura 12. Correcció del contingut de GAGs després de l’administració intracisternal de l’AAV9-
mSgsh. (A, B) Quantificació del contingut de GAGs a fetge, cor, pulmó, melsa, ronyó i bufeta urinària de 
tots els  g rups e xperimentals tant mascles (A) com femelles (B) després d e 4 mesos de tractament. El s 
resultats es  mostren co m a mitjana ± SEM; n =5-8 a nimals per g rup. * , p<0,05 i ***, p<0,001 vs. 
MPSIIIA-Nul. DA, dosi alta; DB, dosi baixa. 
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Figura 13. Correcció a  lla rg t ermini de l’acumulació de GAGs després de l’administració intra-
LCR del vector AAV9-mSgsh a la dosi alta. (A, B) Quantificació del contingut de GAGs a fetge, cor, 
pulmó, melsa, ronyó i b ufeta u rinària a ratolins mascles (A) i f emelles (B) WT, MP SIIIA no tr actats i 
MPSIIIA tractats a la dosi alta (5x1010 vg/ratolí) del vector AAV9-mSgsh. Els animals es van analitzar 
després de 10-12 mesos de tractament. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM; n=4-5 animals per 
grup. *, p<0,05 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA no tractats. DA, dosi alta. 
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1.3.3. Distensió lisosòmica dels teixits perifèrics  

D’acord amb la correcció de l’acumulació de GAGs als teixits perifèrics de ratolins 

MPSIIIA tractats a la dosi alta de l’AAV9-mSgsh, l’anàlisi immunohistoquímica e n 

camp c lar contra la pr oteïna lisosòmica a ssociada a  la membrana ( o Lysosomal 

Associated M embrane Protein, LAMP1) va revelar una reducció de la mi da dels 

compartiments lisosòmics a diversos òrgans somàtics d’ambdós se xes després de  4 

mesos de tractament (Figura 14). A més,  la correcció de la distensió lisosòmica es va 

mantenir després d’aproximadament un any d e l’administració de l’AAV9-mSgsh 

directament al LCR (Figura 1 5). Aque sts resultats van de mostrar que els nivells  de 

sulfamidasa produïda pel fetge de mascles i femelles eren suficients per corregir la mida 

del compartiment lisosòmic en els ratolins MPSIIIA. 

 

 

Figura 14. Disminució de la  mida del co mpartiment lis osòmic després de la  teràpia gènica intra-
LCR. Anàlisi i mmunohistoquímica utilitzant el marcador d e lisosomes LAMP1 a fetge, co r, p ulmó i 
bufeta urinària de ratolins mascles i femelles sans (WT), afectats (MPSIIIA AAV9-Nul) i tractats (AAV9-
mSgsh a una dosi de 5x1010 vg/ratolí) analitzats 4 mesos post-injecció. n = 4-5 animals per grup. Escala: 
100 m (20 m per les ampliacions).  
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Figura 15. Correcció a llarg termini de la mida del compartiment lisosòmic després del tractament 
amb l’AAV9-mSgsh direct a al SNC. Anàlisi i mmunohistoquímica utilitzant el marcador lis osomal 
LAMP1 a fetge, co r, pulmó i  bufeta urinària de ratolins mascles WT, MPSIIIA injectats amb el vector 
AAV9-Nul i MPSIIIA tr actats a mb l’AAV9-mSgsh (5x1010 vg/ratolí). E ls an imals e s v an an alitzar 
després de 10 mesos de tractament. n = 3 animals per grup. Escala: 100 m (20 m per les ampliacions). 

 

1.3.4. Ultraestructura del fetge 

L’anàlisi de la ultraestructura del fetge per MET va c onfirmar els re sultats 

observats pe r immunohistoquímica c ontra LAMP1. Els ra tolins MPSIIIA-Nul van 

presentar múltiples petites ve sícules electroluminescents tant als he patòcits com a les 

cèl·lules de Kupf fer (Figura 1 6). Per c ontra, els r atolins tra ctats amb l’AAV9-mSgsh 

van mostrar una total absència de vacúols d’acumulació en ambdós tipus cel·lulars del 

fetge assolint la mateixa aparença que presentaven els ratolins WT (Figura 16). Per tant, 

es va de mostrar que el tractament amb l’AAV9-mSgsh p ermetia una c ompleta 

eliminació de les vesícules d’acumulació dels hepatòcits i les cèl·lules de Kupf fer 

després de 10 mesos de tractament.  
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Figura 16. Ult raestructura del fetge. MET il·lustrant la r educció de la patologia lisosòmica a les  
cèl·lules del còrtex frontal després de 10 mesos de tractament amb l’AAV9-mSgsh a la dosi alta (5x1010 
vg/ratolí). Els animals es van analitzar juntament amb els ratolins WT i MPSIIIA injectats amb el vector 
AAV9-Nul. Les fletxes vermelles indiquen els vacúols electroluminescents dels hepatòcits i les cèl·lules 
de Kupffer. Barres d’escala: 4 m. 
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1.3.5. Correcció funcional de la MPSIIIA després de l’administració directa al LCR 

de l’AAV9-mSgsh 

L’impacte funcional de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh es va avaluar 

mitjançant el test de comportament anomenat Prova de camp obert (Open-Field, OF) 

que consisteix en l’anàlisi de l’activitat exploratòria i locomotora general dels ratolins 

en un ambient desconegut. L’arena quadrada a on es va dur a terme la prova es va 

delimitar en tres àrees concèntriques per tal d’avaluar el paràmetre de número total de 

línies creuades com també la distància total recorreguda, el número total de rearings 

(aixecar-se sobre les potes del darrere) i el temps en repòs. Després de quatre mesos de 

tractament amb l’AAV9-mSgsh, es van avaluar els ratolins al test de l’OF juntament 

amb WT, MPSIIIA no tractats i injectats amb el vector AAV9-Nul. Els ratolins 

MPSIIIA-Nul van mostrar una activitat exploratòria reduïda comparada amb els animals 

sans (WT) en els següents paràmetres analitzats: distància total recorreguda, número 

total de rearings i número total de línies creuades a les diferents zones delimitades a 

l’arena (Figura 17A). Aleshores, l’administració intracisternal de 5x1010 vg de l’AAV9-

mSgsh a ratolins MPSIIIA va permetre la correcció total dels dèficits de comportament, 

tot i que no es va observar cap efecte terapèutic al grup tractat amb la dosi baixa (5x109 

vg/ratolí) (Figura 17A). La millora funcional observada amb la dosi alta a quatre mesos 

post-tractament també es va mantenir després de 10 mesos de l’administració del vector 

AAV9-mSgsh directament al LCR (Figura 17B). Per tant, la correcció funcional dels 

ratolins MPSIIIA tractats es va mantenir a llarg termini, però va requerir una correcció 

considerable de la patologia d’acumulació lisosòmica assolida únicament amb la dosi de 

5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh. 
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Figura 17. Correcció dels dèficits de comportament després de l’administració intra-LCR de 
l’AAV9-mSgsh. (A, B) Els ratolins mascles WT, MPSIIIA no tractats i tractats, naïf pel test de l’OF, es 
van avaluar després de 4 mesos (A) o 10 mesos (B) post-tractament amb una dosi de 5x109 (DB) o 5x1010 
(DA) vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh o 5x1010 (DA) vg/ratolí del vector AAV9-Nul, utilitzat com a control. 
Les dades corresponen a l’activitat exploratòria i locomotora enregistrada durant els 3 primers minuts del 
test i es r epresenten com a mitjana ± SEM de 10-15 animals per grup a 4 mesos post-tractament i 5 -17 
animals per g rup a 10 mesos p ost-tractament. (a) Número to tal d e línies creuades, (b) Distància to tal 
recorreguda, i (c) Número total de rearings. *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. DA, 
dosi alta; DB, dosi baixa.  
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1.3.6. Supervivència dels ratolins MPSIIIA després de la transferència gènica 

Un altre paràmetre per demostrar l’eficàcia terapèutica de la dosi alta del tractament 

va se r l’anàlisi de la supervivència dels ratolins després de l’administració. Tots e ls 

ratolins MPSIIIA que  v an re bre una  dosi de 5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh van 

viure significativament més que e ls ratolins MPSIIIA no tra ctats. Els mascles tractats 

van mostrar una mediana de supervivència de 24 mesos, c omparat amb els 16.2 mesos 

dels ratolins MPSIIIA n o tractats (p = 0,0132) (Figura 18). Les femelles no tra ctades 

van tenir una mediana de supervivència de 12,3 mesos vs. els 20 mesos de les tractades 

amb e l v ector AAV9-mSgsh (p = 0,0085) (Figura 18). La  supervivència mitjana de  

mascles i femelles sa ns va se r de 26, 4 i 27 m esos, respectivament. L’increment del 

temps de supervivència en els ratolins tractats amb la dosi alta va demostrar l’eficàcia 

terapèutica de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh recolzant la se va futura 

translació cap a un estudi clínic en humans malalts per a la MPSIIIA. 

 

 

Figura 18. Supervivència dels ratolins MPSIIIA després del tractament amb el vector AAV9-mSgsh 
per via intracisternal. (A) Anàlisi de supervivència mitjançant l’anàlisi de Kaplan–Meier dels ratolins 
mascles WT (n=23), MPSIIIA (n=12) i MPSIIIA tractats amb la dosi alta d’AAV9-mSgsh (n=8),  ratolins 
MPSIIIA no tractats vs. tractats, p = 0,0132. (B) Anàlisi de supervivència mitjançant l’anàlisi de Kaplan–
Meier de ratolins femelles WT (n=12), MPSIIIA (n=12) i MPSIIIA tr actats a mb la dosi alta d’AAV9-
mSgsh (n=13), ratolins MPSIIIA no tractats vs. tractats, p = 0,0085. DA, dosi alta. 
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1.4. Determinació de la mínima dosi amb eficàcia terapèutica del vector AAV9-

mSgsh administrat directament al LCR 

Després d’estudiar dues dosis diferents del vector AAV9 que codifica per a la 

sulfamidasa murina mitjançant l’administració directa al LCR, es va demostrar que la 

dosi alta (5x1010 vg/ratolí) presentava eficàcia terapèutica tant a curt com a llarg 

termini. El tractament va permetre l’increment de l’enzim deficient tant al SNC com 

també la seva producció i secreció des del fetge cap a la resta de teixits perifèrics, 

donant lloc a la correcció de la patologia neurològica i somàtica característica de la 

MPSIIIA. A més, aquesta millora terapèutica també va produir la normalització dels 

dèficits de comportament juntament amb un augment de la supervivència. En canvi, la 

dosi de vector viral baixa (5x109 vg/ratolí) només va evidenciar una correcció parcial de 

l’acumulació de GAGs sense cap signe de millora funcional. Aquest conjunt de dades 

va portar a l’EMA a suggerir, durant el procés de l’Assessorament Científic (o Scientific 

Advice) del Maig-Juny del 2012, la necessitat d’assajar dues noves dosis intermèdies, 

entre les analitzades anteriorment, per tal d’identificar una dosi més baixa de 5x1010 

vg/ratolí amb eficàcia terapèutica. 

El disseny experimental del nou estudi de dosis resposta va consistir en 

l’administració directa al LCR de tres dosis diferents (1,08x1010, 2,32x1010 i 5x1010 

vg/ratolí) del vector viral AAV9 codificant per a la sulfamidasa murina. Els ratolins 

MPSIIIA es van tractar a 2 mesos d’edat i se’ls va realitzar un seguiment mensual 

mitjançant la presa de mostra de sang en paral·lel amb els ratolins sans (WT), MPSIIIA 

no tractats i MPSIIIA injectats amb el vector AAV9-Nul (5x1010 vg/ratolí). Després de 

4 mesos de tractament, es van sacrificar els animals per tal d’avaluar el grau de 

correcció de la patologia de la malaltia mitjançant l’anàlisi dels paràmetres bioquímics, 

histopatològics i funcionals. (Figura 19) 
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Figura 19. Disseny experimental de l’estudi do sis-resposta p el t ractament dels ratolins M PSIIIA 
mitjançant l’administració intracisternal del vector AAV9-mSgsh. OF, Prova de camp obert o Open-
Field; IC, in tracisternal; W T, sans o  wild-type. GFAP, P roteïna acídica fibril·lar glial o  Glial F ibrillar 
Acidic Protein; BSI-B4, isolectina B4. 
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1.4.1. Acumulació de GAGs al cervell 

Els estudis anteriors van evidenciar que els nivells d’activitat sulfamidasa assolits al 

SNC amb la dosi de 5x1010 vg/ratolí permetien la correcció de l’acumulació de GAGs a 

la majoria de regions del cervell. El nou estudi dosi-resposta també va revelar una 

reducció estadísticament significativa del contingut de GAGs a la majoria de seccions 

del cervell analitzades dels ratolins mascles MPSIIIA tractats a la dosi alta, com també a 

la nova dosi de 2,32x1010 vg/ratolí (seccions I-II i IV-V, Figura 20A). A la dosi més 

baixa (1,08x1010 vg/ratolí), únicament es va detectar una disminució estadísticament 

significativa del dipòsit de GAGs a algunes parts del cervell (seccions I i IV, Figura 

20A); mentre que a les altres regions només es va observar una disminució parcial no 

estadísticament significativa de l’acumulació de GAGs (seccions II, III i V, Figura 

20A). 

En el cas de les femelles tractades amb l’AAV9-mSgsh, la dosi de 5x1010 vg/ratolí 

va demostrar una correcció estadísticament significativa de l’acumulació de GAGs a la 

majoria de seccions del cervell (seccions I-IV Figura 20B), tal com es va observar amb 

anterioritat (Figura 3). Mentre que la dosi de 2,32x1010 vg/ratolí en femelles va revelar 

una disminució del contingut de GAGs a totes les regions del SNC, amb una completa 

correcció estadísticament significativa a la secció II (Figura 20B). A la dosi de 

1,08x1010 vg/ratolí, es va observar una disminució parcial del dipòsit de GAGs a la 

majoria de regions del cervell analitzades, a excepció de la secció III on no es reduïa 

l’acumulació de GAGs al cervell (Figura 20B). En ambdós sexes, els ratolins MPSIIIA 

injectats amb l’AAV9-Nul van presentar els mateixos nivells de dipòsits de GAGs que 

els animals MPSIIIA no tractats (Figura 20). 
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Figura 20. Correcció de l’acumulació de GAGs després de l’administració intracisternal del vector 
AAV9-mSgsh. (A, B) Quantificació del contingut de GAGs a cinc regions diferents del cervell (seccions 
I-V indicades en les imatges ubicades sobre les gràfiques) dels ratolins MPSIIIA mascles (A) i femelles 
(B) tractats a una dosi de 1,08x1010, 2,32x1010 o 5x1010 vg/ratolí del vector AAV9-mSgsh o amb 5x1010 
vg/ratolí de l’AAV9-Nul, u tilitzat com a control. Els r atolins es van an alitzar després d e 4 m esos de 
tractament en co mparació am b WT i MPSIIIA n o tr actats i injectats a mb el vector AA V9-Nul. El s 
resultats es mostren com a mitjana ± SEM. n=4-5 animals per grup. *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 
vs. MPSIIIA-Nul. 
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1.4.2. Neuroinflamació al SNC 

Un altre paràmetre per avaluar l’eficàcia terapèutica de les diferents dosis 

analitzades va consistir en l’estudi de la neuroinflamació mitjançant l’anàlisi 

immunohistoquímica de seccions del cervell utilitzant un marcador específic per a 

astròcits, GFAP, i un altre per a la micròglia activada, BSI-B4. D’acord amb la 

correcció de l’acumulació de GAGs observada al SNC, es va detectar una reducció de la 

neuroinflamació tant a la dosi de de 5x1010 vg/ratolí com també a la de 2,32x1010 

vg/ratolí (Figura 21). La disminució de l’astrocitosi amb significança estadística es va 

observar a tot el còrtex cerebral de les dues dosis més altes testades, 2,32x1010 i 5x1010 

vg/ratolí; mentre que només es va detectar una lleugera reducció a les altres regions 

analitzades: el col·licle superior i el tàlem (Figura 21). Per altra banda, no es va 

observar cap millora de l’astrocitosi a la dosi de 1,08x1010 vg/ratolí (Figura 21). 

La microgliosi, un altre marcador de neuroinflamació al SNC, es va reduir a totes 

les regions del còrtex cerebral dels ratolins MPSIIIA tractats amb el vector AAV9-

mSgsh a la dosi de 5x1010 vg/ratolí (Figura 22). La dosi de 2,32x1010 vg/ratolí va 

permetre una reducció estadísticament significativa de la infiltració de la micròglia al 

còrtex occipital, amb una disminució parcial no estadísticament significativa a la resta 

de regions analitzades del cervell (Figura 22). Finalment, els ratolins MPSIIIA tractats a 

la dosi de 1,08x1010 vg/ratolí només van presentar una reducció parcial amb 

significança estadística al còrtex occipital (Figura 22). 

Tots aquests resultats van suggerir que la dosi de 2,32x1010 vg/ratolí provada en 

ratolins MPSIIIA tractats a dos mesos d’edat va presentar un grau de correcció de la 

neuroinflamació similar a la dosi més alta testada (5x1010 vg/ratolí), identificada 

prèviament com a dosi efectiva. 
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Figura 21. Avaluació de l’astrocitosi després de l’administració intracisternal del v ector AAV9 
codificant per a la s ulfamidasa murina. (A) Anàlisi i mmunohistoquímica utilitzant el m arcador 
d’astròcits GFAP en diferents regions del cervell de ratolins WT, MPSIIIA no tractats i MPSIIIA tractats 
a una dosi de 1,08x1010, 2,32x1010 o 5x1010 vg/ratolí del vector AAV9-mSgsh o injectats amb el vector 
AAV9-Nul (5x1010 vg/ratolí). Escala: 50 m ( 20 m p er les am pliacions). (B) Els h istogrames 
representen la  intensitat de l a s enyal de GFAP a cada regió d el cervell an alitzada per ca da grup d e 
tractament. Els r esultats es  mostren co m a mitjana ± SEM . n=3-5 animals p er grup. **,  p<0,01 i ***, 
p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. Sup., superior. 
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Figura 22. Anàlisi de la microgliosi després de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh. (A) 
Anàlisi immunohistoquímica utilitzant el marcador de micròglia activada BSI-B4 a diferents regions del 
cervell de mascles WT, MPSIIIA no tractats i MPSIIIA injectats amb l’AAV9-Nul (5x1010 vg/ratolí) o 
tractats a una dosi de 1,08x1010, 2,32x1010 o 5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh. Escala: 50 m (20 m 
per les ampliacions). (B) Els histogrames representen la intensitat de la senyal de BSI-B4 a cada regió del 
cervell an alitzada per ca da grup ex perimental. Els r esultats es mostren co m a mitjana ± SEM . n =4-5 
animals per grup. *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. Sup., superior.  
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1.4.3. Acumulació de GAGs als òrgans somàtics 

Posteriorment, es va analitzar el contingut de GAGs dels òrgans somàtics a les dues 

noves dosis juntament amb la dosi prèviament testada i identificada com a efectiva. Les 

tres dosis de vector AAV9-mSgsh testades a ratolins MPSIIIA mascles van provocar 

una completa correcció de l’acumulació de GAGs, amb significança estadística, a teixits 

perifèrics com el fetge, el cor, la melsa i la bufeta urinària (Figura 23A). Aquest resultat 

és esperable donat que les dues dosis més baixes testades en aquest estudi eren més altes 

que la dosi més baixa administrada a l’estudi de dosi-resposta anterior, on també s’havia 

demostrat reducció de l’acumulació de GAGs a aquests teixits (Figura 12). Ara bé, el 

pulmó i el ronyó van presentar una disminució del dipòsit de GAGs que va evidenciar 

un efecte dosis-resposta, a menys dosi menys eficàcia del tractament (Figura 23A). Per 

altra banda, les femelles MPSIIIA tractades amb diferents dosis del vector viral per 

mitjà de l’administració intra-LCR van presentar un efecte dosis-resposta a tots els 

teixits perifèrics analitzats (Figura 23B), molt probablement a causa dels menors nivells 

d’activitat sulfamidasa circulant de femelles, en comparació amb els mascles, observat 

en el primer estudi dosi-resposta (Figura 10). Així doncs, aquests resultats van 

evidenciar que petites diferències de sulfamidasa activa, a vegades no detectables, 

presentaven una gran repercussió en el contingut de GAGs. La dosi alta va permetre una 

completa correcció a tots els òrgans somàtics analitzats exceptuant el ronyó en el qual es 

va observar una reducció parcial, però estadísticament significativa, del contingut de 

GAGs (Figura 23B). La dosi intermèdia va demostrar una disminució estadísticament 

significativa de l’acumulació de GAGs a tots els òrgans analitzats, exceptuant el ronyó 

(Figura 23B). Finalment, la dosi baixa a femelles només va evidenciar la correcció del 

contingut de GAGs a determinats teixits perifèrics com el fetge, el cor i la melsa (Figura 

23B). Tant en mascles com en femelles, no es va observar cap diferència en 

l’acumulació de GAGs entre els ratolins MPSIIIA no tractats o bé els injectats amb el 

vector AAV9-Nul i utilitzats com a control de l’experiment. Per tant, l’administració 

intra-LCR de l’AAV9-mSgsh a les dues dosis més altes testades (5x1010 i 2.32x1010 

vg/ratolí) va permetre una reducció de l’acumulació de GAGs a la majoria del teixits 

perifèrics. 

  



  Resultats 

 
-102- 

 

 

 

Figura 23. Correcció de l’acumulació de GAGs després de la  teràpia gènica directa al LCR. (A, B) 
Quantificació del contingut de GAGs a fetge, cor, pulmó, melsa, ronyó i bufeta urinària de tots els grups 
experimentals a r atolins mascles (A) i f emelles (B) tractats a diferents d osis ( 1,08x1010, 2 ,32x1010 i 
5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh) mitjançant l’administració intracisternal. Els animals es van analitzar 
4 mesos d esprés del tractament juntament a mb W T i MPSIIIA n o tr actats o  in jectats a mb el  v ector 
AAV9-Nul, utilitzat co m a control. Els r esultats e s mostren co m a mitjana ± SEM; n=4-5 an imals p er 
grup. *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul.   
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1.4.4. Correcció funcional després de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh 

La correcció funcional després de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh es 

va avaluar amb el test de l’Open-Field. Totes les dades anteriors suggerien que la dosi 

de 2,32x1010 vg/ratolí tenia una eficàcia terapèutica similar a la dosi de 5x1010 vg/ratolí. 

Després de realitzar el test de comportament, es va corroborar que els ratolins mascles 

MPSIIIA tractats amb la dosi intermèdia presentaven una correcció dels dèficits de 

comportament a uns nivells similars als de la dosi alta de l’AAV9-mSgsh (Figura 24). 

Els ratolins MPSIIIA no tractats com els injectats amb el vector AAV9-Nul van mostrar 

una activitat exploratòria reduïda en comparació amb els WT i tractats a la dosi de 

2,32x1010 o 5x1010 vg/ratolí a tots els paràmetres analitzats (Figura 24). A la dosi més 

baixa, només es va observar una correcció amb diferència estadísticament significativa 

de la distància total recorreguda (Figura 24B), mentre que es va detectar una reducció 

parcial en el número de línies creuades a l’arena i en el número de rearings (Figura 24A 

i C). 

Tots aquests resultats suggereixen que la millora funcional del SNC també es pot 

aconseguir amb la meitat de la dosi (2,32x1010 vg) prèviament identificada com a 

terapèutica (5x1010 vg/ratolí), reduint així el número de partícules virals que caldria 

administrar als pacients, fet que implicaria una reducció dels possibles riscs associats a 

la teràpia, i també una disminució dels costos i les dificultats de la producció del vector. 
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Figura 24. Avaluació dels  dèf icits de co mportament després de l’administració de l’AAV9-mSgsh 
directa al LCR. (A-C) Ratolins mascles WT, MPSIIIA no tractats i tractats amb l’AAV9-mSgsh a una 
dosi de 1,08x1010, 2,32x1010 o 5x1010 vg/ratolí o amb l’AAV9-Nul a 5x1010 vg/ratolí es van analitzar en 
el test de comportament de l’Open-Field. Les dades corresponen a l’activitat locomotora i exploratòria 
enregistrada durant els tres primers minuts i es representa com a la mitjana ± SEM de 12-18 animals per 
grup. (A) Número to tal d e línies creuades, (B) Distància to tal r ecorreguda, i  (C) Número total d e 
rearings. *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. 
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1.5.  Administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh a estadis més avançats de la 

MPSIIIA 

Una única administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh a ratolins MPSIIIA 

tractats a dos mesos d’edat va demostrar eficàcia terapèutica en els paràmetres 

bioquímics, histopatològics i funcionals de la malaltia. Així doncs, aquests resultats 

avalen la possible translació d’aquesta aproximació terapèutica cap un estudi clínic en 

humans. Els pacients de la MPSIIIA es diagnostiquen al voltant dels 3-5 anys, tot i que 

els primers símptomes poden aparèixer a partir de l’any d’edat (Delgadillo, 2013; 

Héron, 2011; Valstar, 2010a; Malm, 2010; Meyer, 2007). La regressió progressiva en 

les funcions motores i cognitives dels pacients els condueix cap a un estat vegetatiu fins 

a arribar a la mort cap a mitjans-finals de la segona dècada de vida (Meyer, 2007; 

Delgadillo, 2013; Malm, 2010; Héron 2011; Valstar 2010a; Cleary, 1993). Actualment, 

no hi ha cap teràpia aprovada per a la cura de la MPSIIIA. Si l’administració intra-LCR 

del vector viral AAV9-mSgsh fos la teràpia d’elecció per a tots aquests pacients, cal 

demostrar que aquest tractament també presenta eficàcia terapèutica en estadis més 

avançats de la malaltia.  

Es van seleccionar ratolins MPSIIIA de 6 mesos d’edat, ja que havien mostrat una 

gran quantitat de vesícules molt disteses (Figura 4, 7 i 14) on es van acumular GAGs 

(Figura 3 i 12) que van provocar una marcada neuroinflamació a diferents regions del 

SNC (Figura 8). A més, aquests ratolins afectats també van presentar la patologia 

somàtica característica de la MPSIIIA que, conjuntament amb la patologia neurològica, 

va donar lloc a una activitat exploratòria i locomotora reduïda (Figura 17A). Així doncs, 

es va decidir tractar ratolins MPSIIIA a 6 mesos d’edat amb el vector viral AAV9 

codificant pel gen de la sulfamidasa administrat directament al LCR per via 

intracisternal (Figura 25). Es va avaluar l’eficàcia terapèutica després de 4 mesos de 

l’administració de 5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh (Figura 25). Durant el període de 

tractament, es van monitoritzar els animals mensualment mitjançant la presa de mostra 

de sang juntament amb ratolins WT i MPSIIIA injectats amb el vector AAV9-Nul. 

Finalment, també es va avaluar la supervivència de ratolins MPSIIIA després de ser 

tractats a una fase més tardana de la malaltia (Figura 25). 
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Figura 25. Disseny experimental pel tractament d’estadis més avançats de la MPSIIIA amb un a 
administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh. WT, sans o wild-type; IC, intracisternal; LIMP2, proteïna 
lisosòmica in tegral de membrana tipus 2  o  Lysosomal Integral-Membrane Protein 2 ; LAMP1, p roteïna 
lisosòmica associada a la membrana tipus 1 o Lysosomal Associated-Membrane Protein; GFAP, Proteïna 
acídica fibril·lar glial o Glial Fibrillar Acidic Protein; BSI-B4, isolectina B4 

 

1.5.1. Eficàcia terapèutica de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh al SNC a 

ratolins amb la malaltia avançada 

 

1.5.1.1.  Activitat sulfamidasa a cervell 

Els ratolins MPSIIIA a un estadi més avançat de la malaltia (6 mesos d’edat) es van 

tractar amb l’AAV9-mSgsh a la dosi terapèutica de 5x1010 vg/ratolí. En mascles, es va 

detectar un incr ement de l’activitat sulfamidasa a totes les regions de l cervell 

analitzades amb un dife rència estadísticament sig nificativa a  le s seccions I, III i V 

(Figura 26A). En femelles, es va observar uns nivells d’activitat sulfamidasa similar als 

que s’havien detectat en mascles (Figura 2 6). Aque sts re sultats suggerien que 

l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgh a fases més avançades de la malaltia també 
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va permetre assolir nivel ls d’activitat sulfamidasa elevats, amb uns valors similars als 

observats en ratolins MPSIIIA tractats a una edat més jove (2 mesos d’edat) (Figura 2). 

 

 
Figura 26. Activitat sulfamidasa al cervell de ratolins tractats amb l’AAV9-mSgsh en una fase més 
avançada de la malaltia. (A, B) Percentatge d’activitat sulfamidasa a cinc regions del cervell (seccions I-
V indicades en les imatges ubicades sobre les gràfiques) de ratolins MPSIIIA mascles (A) i femelles (B) 
tractats a 6 mesos d’edat amb una dosi de 5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh o amb el vector AAV9-Nul, 
utilitzat com a control. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM; n=4-5 animals per grup. *, p<0,05 i 
**, p<0,01 vs. MPSIIIA-Nul.  
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1.5.1.2. Acumulació de GAGs al cervell 

La sulfamidasa activa present al SNC dels ratolins MPSIIIA tractats a 6 mesos 

d’edat va permetre una àmplia correcció de l’acumulació de GAGs a la majoria de 

regions del cervell analitzades. Després de 4 mesos de l’administració intra-LCR de 

5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh, el contingut de GAGs es va reduir de forma 

estadísticament significativa a les seccions I-IV dels ratolins mascles MPSIIIA (Figura 

27A) i a les seccions I-V de les femelles MPSIIIA (Figura 27B). D’aquesta manera, 

aquests resultats van suggerir que en ratolins MPSIIIA tractats amb l’AAV9-mSgsh a 

un estadi més tardà de la malaltia encara es podia normalitzar el contingut de GAGs al 

SNC. 

 

1.5.1.3. Correcció de la distensió lisosòmica 

Els ratolins MPSIIIA de 6 mesos d’edat que havien rebut el vector viral AAV9-

mSgsh van presentar una dràstica reducció de la mida del compartiment lisosòmic 

després de l’anàlisi immunohistoquímica i la posterior quantificació de la intensitat de 

la senyal de LIMP2 (Figura 28). Així doncs, també es va corregir la mida del 

compartiment lisosòmic al SNC dels ratolins tractats en una fase més avançada de la 

malaltia. 
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Figura 27. Normalització de l’acumulació de GAGs al ce rvell després de l’administració 
intracisternal de l’AAV9-mSgsh als ratolins MPSIIIA de 6 mesos d’edat. (A, B) Contingut de GAGs 
a cinc regions del cervell (Seccions I-V indicades en les imatges ubicades sobre les gràfiques) de ratolins 
MPSIIIA mascles (A) i f emelles (B) tractats a 6 mesos d’edat amb una dosi de 5x1010 vg/ratolí de 
l’AAV9-mSgsh o  el vector AAV9-Nul com a control. Els r atolins es v an a nalitzar a 4 m esos post-
tractament juntament amb WT. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM; n=4-5 animals per grup. *, 
p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul.  
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Figura 28. Reducció de la  distensió lis osòmica a l SNC després de l’administració intra-LCR de 
l’AAV9-mSgsh. (A) Anàlisi immunohistoquímica utilitzant el marcador  LIMP2 a diferents àrees del 
cervell de ratolins mascles WT i tractats a 6 mesos d’edat amb el vector AAV9-Nul (5x1010 vg/ratolí) o 
l’AAV9-mSgsh (5x1010 vg/ratolí). Els animals es van analitzar després de 4 mesos de tractament. Escala: 
200 µm (50 µm per l’ampliació). (B) Els histogrames mostren la quantificació de la senyal de LIMP2 als 
diferents grups experimentals. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM. n= 5 animals per grup. *, 
p<0,05 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. 
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1.5.1.4. Avaluació de la neuroinflamació 

Després de l’observació de l’efecte terapèutic del tractament tant a l’acumulació de 

GAGs com a la patologia lisosòmica del SNC, també es va avaluar l’estat de la 

neuroinflamació mitjançant l’anàlisi immunohistoquímica utilitzant els marcadors per a 

la detecció d’astròcits (GFAP) i micròglia activada (BSI-B4). Al cap de 4 mesos de 

tractament, es va observar una reducció estadísticament significativa de l’astrocitosi a 

totes les regions del SNC analitzades (Figura 29A), i també va evidenciar l’absència 

total d’infiltració per part de la micròglia als ratolins MPSIIIA tractats (Figura 29B). Per 

tant, la correcció de la neuroinflamació va tenir lloc, fins i tot en ratolins MPSIIIA 

tractats amb l’AAV9-mSgsh en una etapa més tardana de la malaltia.  
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Figura 29. Correcció de la neuroinflamació després de l’administració intracisternal de l’AAV9-
mSgsh a ratolins en estadis més avançats de la malaltia. (A, B) Anàlisi immunohistoquímica utilitzant 
el marcador d’astròcits, GFAP, (A) i el marcador de la micròglia activada, BSI-B4, (B) a les seccions del 
còrtex f rontal, p arietal i occipital, col·licle superior i tàlem d e ratolins mascles MPSIIIA tr actats a 6 
mesos d’edat amb l’AAV9-mSgsh a una dosi de 5x1010 vg/ratolí. Els animals es van analitzar a 4 mesos 
post-tractament (10 mesos d’edat) juntament amb W T i MPSIIIA in jectats a mb el v ector AAV9-Nul. 
Escala: 100 m (20 m per l’ampliació). Els histogrames representen la intensitat de senyal a cada regió 
analitzada per cada grup de tractament. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM. n=5 animals per 
grup. **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. Sup., superior.  
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1.5.2. Efecte als teixits perifèrics de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh de 

ratolins amb la malaltia més avançada  

 

1.5.2.1.  Activitat sulfamidasa a fetge i sèrum 

Quatre mesos després de l’administració intra-LCR de l’AAV9-mSgsh a ratolins 

MPSIIIA tractats a 6 mesos d’edat, es va detectar la presència d’activitat sulfamidasa a 

fetge i sèrum de mascles i femelles, tal com s’havia detectat prèviament en ratolins 

MPSIIIA tractats a 2 mesos d’edat (Figura 10 i 11). Als mascles tractats, l’activitat 

sulfamidasa a fetge va presentar uns nivells propers al 220% de l’activitat WT (Figura 

30A), mentre que les femelles només van arribar al 20% de l’activitat WT (Figura 30B). 

Els valors d’activitat sulfamidasa de fetge dels mascles tractats van correlacionar 

directament amb l’activitat enzimàtica detectada a sèrum després de 4 mesos de 

tractament, activitat que es va mantenir a nivells estables durant tot el període de 

seguiment (Figura 30A). Al sèrum, les femelles MPSIIIA tractades van presentar uns 

valors d’activitat sulfamidasa propers al 50% del WT a 15 dies post-injecció, a partir 

d’aquí l’activitat enzimàtica van anar decaient lentament amb el pas del temps fins a 

arribar al 20% de l’activitat WT detectada a sèrum a punt final (Figura 30B). Els valors 

d’activitat sulfamidasa de fetge i sèrum van ser similars als que prèviament s’havien 

observat a 4 mesos post-injecció en ratolins MPSIIIA tractats a 2 mesos d’edat amb 

l’AAV9-mSgsh. A més, se seguien observant les diferències d’activitat sulfamidasa 

entre ambdós sexes a causa de la baixa eficiència de transducció del fetge de femelles 

per part dels vectors AAVs a ratolins (Davidoff, 2003; Ruzo, 2012a; Ruzo, 2012b). 

Aquestes dades suggerien que en estadis més avançats de la malaltia el fetge també era 

transduït eficientment i podria actuar com a font d’enzim circulant.  
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Figura 3 0. P roducció de s ulfamidasa al fetge i s ecreció al s èrum després de l’administració de 
l’AAV9-mSgsh directament al LCR a ratolins a mb estadis més tardans de la  malaltia. (A, B ) 
Percentatge de l’activitat sulfamidasa en el fetge i  el sèrum de ratolins MPSIIIA mascles (A) i femelles 
(B) després de 4 mesos de l’administració intra-LCR (10 mesos d’edat) de 5x1010 vg/ratolí de l’AAV9-
mSgsh. Els animals es van analitzar juntament amb WT i MPSIIIA injectats amb el vector AAV9-Nul, 
utilitzats co m a control. Els resultats es mostren co m a mitjana ± SEM; n =4-5 an imals per g rup. *, 
p<0,05; **, p<0,01 *** i p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul. p.i., post.injecció.  
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1.5.2.2.  Acumulació de GAGs a òrgans somàtics 

Després de 4 mesos de l’administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh (als 10 

mesos d’edat), es va analitzar la quantificació de GAGs als òrgans somàtics dels ratolins 

MPSIIIA, els quals es van tractar a una fase més avançada de la malaltia (6 mesos 

d’edat). Als mascles tractats, es va observar una completa correcció de l’acumulació de 

GAGs a tots els òrgans somàtics analitzats fins a nivells indistingibles dels WT (Figura 

31A). Per altra banda, els ratolins femelles MPSIIIA van mostrar una reducció 

estadísticament significativa de l’acumulació de GAGs a la majoria de teixits perifèrics, 

a excepció del ronyó (Figura 31B) que és un òrgan refractari a la millora del contingut 

de GAGs. Aquesta observació havia estat detectada prèviament a les femelles MPSIIIA 

tractades a dos mesos d’edat i analitzades a llarg termini (Figura 12 i 13) (Ruzo, 2012; 

Ruzo, 2012b; Donsante, 2007; Garcia, 2007). Per tant, l’administració intra-LCR de 

l’AAV9-mSgsh a ratolins MPSIIIA a una fase més avançada de la malaltia va demostrar 

la correcció de la patologia somàtica a una dosi de 5x1010 vg/ratolí després de 4 mesos 

de tractament. 
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Figura 31. Correcció de l’acumulació de GA Gs a teixits perif èrics de sprés de la teràpia g ènica 
directa al LCR a ratolins MPSIIIA de 6 mesos d’edat. (A-B) Contingut de GAGs a fetge, cor, pulmó, 
melsa, ronyó i bufeta urinària de ratolins MPSIIIA mascles (A) i femelles (B) tractats a 6 mesos d’edat 
amb l’AAV9-mSgsh. Els animals es van analitzar després de 4 mesos post-tractament juntament amb WT 
i MPSIIIA injectats amb l’AAV9-Nul. Els resultats es mostren com a mitjana ± SEM; n=4-5 animals per 
grup. *, p<0,05; **, p<0,01 i ***, p<0,001 vs. MPSIIIA-Nul.  
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1.5.2.3. Distensió lisosòmica a teixits perifèrics 

L’anàlisi immunohistoquímica c ontra LAMP1 va mostrar una dism inució de la  

mida del compartiment li sosòmic als òrgans somàtics analitzats de mascles i femelles 

MPSIIIA tractats a 6 mesos d’edat amb l’AAV9-mSgsh a una dosi de 5x1010 vg/ratolí 

(Figura 32). Així doncs, el tractament de ratolins MPSIIIA en fases més avançades de la 

malaltia també va permetre la reducció de la distensió lisosòmica.  

 

 

Figura 32. Reducció de la mida del compartiment lisosòmic després de la teràpia gènica intra-LCR. 
Anàlisi i mmunohistoquímica utilitzant el marcador d e lisosomes LAMP1 al fetge, co r, pulmó i bufeta 
urinària de ratolins s ans ( WT), af ectats (MPSIIIA injectats amb l’AAV9-Nul) i tractats ( 5x1010vg d e 
l’AAV9-mSgsh) a 6 mesos d’edat. Escala: 100 m (20 m per les ampliacions). 
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2. TRANSLACIÓ DEL TRACTAMENT PER A LA MPSIIIA A GOSSOS 

BEAGLE ADULTS 
 

Les dades obtingudes de l’administració intra-LCR del vector AAV9-mSgsh en els 

ratolins MPSIIIA van demostrar eficàcia terapèutica del tractament en aquest model 

animal. Per tant, per tal d’avançar cap a la translació clínica d’aquest estudi era 

necessari la recerca preclínica en models animals grans per tal de validar els resultats 

anteriors. Per avaluar la viabilitat de la teràpia en un model animal amb una mida de 

cervell clínicament rellevant, es van utilitzar els gossos Beagle adults sans als quals es 

va administrar una dosi de 2x1013 vg/animal del vector viral AAV9. Aquesta dosi es va 

escalar a partir de la dosi identificada com a primera dosi terapèutica en ratolins 

MPSIIIA (5x1010 vg per animal) respecte al pes corporal dels ratolins en comparació 

amb el dels gossos. A partir d’aquí, es va realitzar un seguit d’estudis com l’anàlisi de la 

biodistribució del vector viral, la quantificació dels nivells de sulfamidasa al LCR i la 

determinació de la ruta d’administració òptima al LCR per tal de demostrar la possible 

translació d’aquesta aproximació cap a un futur assaig clínic en humans. 

 

2.1. Estudi de la biodistribució del vector viral AAV9 després de l’administració 

intra-LCR a gossos 

El vector viral AAV9 amb el gen marcador de la GFP es va administrar a la cisterna 

magna dels gossos Beagle adults per tal de validar el patró de biodistribució prèviament 

observat en ratolins (Tesi doctoral A. Ruzo, 2010). A més, també es va avaluar l’efecte 

de la velocitat d’infusió del vector viral AAV9 injectat directament al LCR en la 

biodistribució del vector, sabent que la producció de LCR en gossos en condicions 

fisiològiques és de 0,047 µl/min. Per tant, a dos gossos es va administrar un volum total 

d’un mil·lilitre de vector viral durant un període de 10 minuts per mitjà d’una bomba 

d’infusió (lent, Gossos 1 i 2). La velocitat d’infusió durant l’administració va ser de 0,1 

µl/min, el doble de la velocitat de producció de LCR, per tal d’arribar a un compromís 

entre el temps d’administració i els nivells de producció de LCR en condicions 

fisiològiques. Mentre que l’altre grup experimental es va administrar el vector amb un 

bolus d’1 ml en menys de 15 segons (ràpid, Gossos 3 i 4) (Figura 33). Els gossos es van 

sacrificar després de 8 dies post-administració per tal d’evitar la resposta immunitària 
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contra la proteïna forana GFP. Ambdós procediments es van tolerar correctament i no es 

va detectar cap alteració als paràmetres bioquímics i hematològics analitzats durant els 8 

dies de seguiment. A més, el recompte de leucòcits i la quantificació del contingut de 

proteïna tot al al LCR es va  mant enir dins dels valors de  re ferència a tot s els animals 

injectats (Taula 1).  

 

 

Figura 3 3. Dis seny experimental de l’estudi de biodistribució del v ector viral AAV9  després de 
l’administració intra-LCR a gossos Beagle adults. IC, intracisternal. WPRE, element regulador post-
transcripcional del virus de l’hepatitis de marmota o Woodchuck Posttranscriptional Regulator Element, 
augmenta l’estabilitat del mRNA incrementant l’expressió del gen transferit. 
  



  Resultats 

 
-120- 

 

Taula 1. Recompte de leucòcits i er itròcits i quantificació del co ntingut de pro teïna total al LCR 
després de l’administració intracisternal del vector AAV9 en gossos.  

 

Els valors de referència dels paràmetres analitzats al LCR són: recompte d’eritròcits (o Red Blood Cell 
Count, RBC) = 0, recompte de leucòcits (o White Blood Cell Count, WBC) < 5 cells/µl i Proteïna Total (o 
Total Protein, TP) <25 mg/dl. NA: mostra no disponible; ID: Identificació. *,  mostra contaminada amb 
sang. 

 

2.1.1. Determinació del número de còpies de genomes virals 

Després de l’administració intra-LCR, el vector viral AAV9 es va detectar a totes 

les regions del SNC analitzades, fins i tot a aquelles més distals al punt d’injecció com, 

per ex emple, el còrtex c erebral (Taula 2 ). Tal com s’havia observat pr èviament e n 

ratolins, l’administració directa a l LCR també va re sultar en la detecció de  g enomes 

virals a fetge, com també a d’altres teixits perifèrics tot i que amb un número de còpies 

molt més baix (Taula 2). El gangli limfàtic cervical va presentar un alt número de còpies 

de genomes virals pel fet de ser un gangli proper al SNC on pot drenar el LCR (Taula 

2). A més, també es va detectar un alt número de còpies de genomes virals a la melsa, 

probablement per ser un òrgan on es filtra  la sang perifèrica (Taula 2). Finalment, cal 

remarcar que no es va observar cap diferència en el patró de biodistribució de l’AAV9 

en ambdues velocitats d’infusió analitzades (Taula 2).   
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Taula 2. Distribució del vector viral AAV9 després de l’administració intra-LCR a gossos.  

 

  

 

Número de còpies de genomes virals/genoma diploide a diferents regions del SNC com també a diversos 
teixits perifèrics dels gossos que han rebut una infusió lenta (Gossos 1 i 2 ) o  ràpida (Gossos 3 i  4)  de 
2x1013 vg del vector AAV9 a la cisterna magna. Pels teixits dels quals hi havia dues mostres disponibles, 
s’ha donat ambdós valors obtinguts. NA: Mostra no disponible. 
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2.1.2. Expressió del transgèn 

D’acord amb la distribució de genomes virals, l’anàlisi immunohistoquímica contra 

GFP a diferents seccions del cervell també va demostrar una àmplia biodistribució de 

l’AAV9 al SNC (Figura 34A). L’expressió del transgèn es va detectar tant a regions 

properes a la cisterna magna, com el pons o la medul·la oblonga; com també a àrees 

distants al punt d’injecció, per exemple el còrtex (Figura 34A). Les àrees més properes a 

la superfície cerebral, que estan més en contacte amb el LCR, van presentar un nombre 

més elevat de cèl·lules GFP positives, tot evidenciant un patró de distribució horitzontal 

difús des de les leptomeninges cap a les regions més profundes (Figura 34A). Aquesta 

distribució del vector va mostrar que el LCR n’havia realitzat la difusió dels vectors des 

de la superfície fins a les àrees més internes. Al còrtex cerebral, es va observar un patró 

multifocal de cèl·lules GFP positives que ocupaven bona part de la matèria gris arribant 

a les làmines més profundes (veure còrtex frontal i occipital de la Figura 34A) i, fins i 

tot, es van detectar els seus axons positius a la matèria blanca adjacent. Per altra banda, 

no es va detectar cap diferència en la transducció del SNC per part del vector viral 

AAV9 en funció de la velocitat d’infusió (Figura 34B). Tal com s’havia observat en 

ratolins, l’administració de l’AAV9 a la cisterna magna va resultar en la transducció 

d’aproximadament d’un 3-5% d’hepatòcits, quantificant el número d’hepatòcits positius 

per a la GFP d’una imatge del fetge pel nombre total d’hepatòcits per imatge (Figura 

34C). Per tant, l’administració del vector AAV9 directa al LCR de gossos Beagle adults 

va revelar una àmplia transducció del SNC, mentre que una part del vector va drenar 

cap a sang perifèrica transduint eficientment el fetge. 

La majoria de les cèl·lules transduïdes del SNC presentaven la típica morfologia 

neuronal (fletxes negres, Figura 34A). Així que es va realitzar un estudi de 

colocalització mitjançant la immunotinció doble del gen marcador GFP i els marcadors 

específics de cèl·lules del SNC com les neurones (NeuN), astròcits (GFAP) i micròglia 

(IBA1). L’anàlisi de diverses regions del cervell va demostrar que la majoria de 

cèl·lules transduïdes eren neurones, tot i que també es va detectar alguns astròcits de 

forma més aïllada (Figura 35). No es va detectar l’expressió del transgèn a cap cèl·lula 

de la micròglia de les àrees del SNC analitzades (Figura 35).  
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Figura 34. Transducció del SNC i el fetge després de l’administració intra-LCR del vector AAV9 a 
gossos. (A-C) Els gossos Beagle adults sans (Gosso 1-4) van rebre una dosi total de 2x1013 vg del vector 
AAV9 co dificant pel g en marcador GFP  i es van analitzar 8  d ies post-administració. (A) Anàlisi d e 
l’expressió d el transgèn mitjançant la immunohistoquímica d e GFP al SNC del go s 1. Les s eccions 
corresponen a diverses regions del SNC (indicades al diagrama): CF, Còrtex Frontal; CP, Còrtex Parietal; 
CO, Còrtex Occipital; Cer, Cerebel; Hc,  Hip ocamp; Ri n, Rinencèfal; Ht,  Hipotàlem; P , Po ns; MO, 
Medul·la oblonga; ME , Medul·la E spinal. Les fletxes negres indiquen le s cè l·lules a mb morfologia 
neuronal. Escala: 500 m pel CF, CP, CO, Rin, Ht, P, MO, ME (100 m per les amplificacions) i 100 m 
pel Cer i Hc. (B) Comparació de l’efecte de la velocitat d’infusió en la distribució del vector administrat 
utilitzant una bomba d’infusió durant un període de 10 minuts (Gossos 1 i 2, lent) o en un bolus de <15 s 
(Gossos 3  i 4, r àpid). La tr ansducció de les  diferents àr ees d el SNC es va comparar mitjançant la 
quantificació de la intensitat de senyal de GFP en 2 imatges/àrea/gos en diverses regions del cervell. (C) 
Transducció del fetge després de la transferència directa al LCR del vector AAV9. Escala: 500 m pel 
fetge (100 m per l’ampliació).  
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Figura 35. Transducció eficient de les neurones després de l’administració intra-LCR de l’AAV9 a 
gossos Beagle. Estudi de colocalització amb el microscopi confocal a les diferents regions del cervell de 
gossos Beagle adults q ue h avien r ebut u na administració intracisternal de 2x1013 vg totals de l’AAV9 
codificant p er la GFP. Immunotincions d obles de diferents s eccions d el cervell pel marcador d e GFP 
(verd) i el marcador esp ecífic (vermell) de neurones ( NeuN, p anells de l’esquerre), a stròcits ( GFAP, 
panells centrals) o micròglia (IBA1, panells de la dreta). Els nuclis es van tenyir amb TO-PRO-3®. Les 
fletxes blanques indiquen les cèl·lules doble positives. Escala: 50 µm. 
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2.2. Transferència del gen de la sulfamidasa al SNC de gossos Beagle mitjançant 

l’administració del vector AAV9 

Després de l’administració intra-LCR de l’AAV9, es va detectar una àmplia 

biodistribució del vector a diverses regions de tot el SNC, i també la transducció del 

fetge i d’altres teixits somàtics després del drenatge del vector des del LCR cap al 

torrent circulatori perifèric. Amb aquests resultats previs, es va decidir examinar si el 

tractament d’un gos Beagle adult amb una única administració intracisternal de l’AAV9 

codificant pel gen de la sulfamidasa permet actuar al LCR com a font endògena i 

continuada de l’enzim deficient necessari. Una de les opcions terapèutiques per a la 

MPSIIIA, actualment en fase d’investigació clínica, consisteix en l’administració 

directa de la sulfamidasa recombinant al LCR. (NCT01155778, NCT01299727 i 

NCT02060526, clinicaltrials.gov, Crawley 2011). Aquesta teràpia es basa en el 

subministrament de la sulfamidasa al LCR per tal de corregir, principalment, l’afectació 

neurològica de la MPSIIIA, que prèviament ja havia demostrat eficàcia terapèutica en 

gossos afectats per la malaltia (Hemsley, 2009b; Crawley, 2011). Per aquest estudi, es 

va decidir avaluar l’activitat sulfamidasa present al LCR després la transferència del 

vector AAV9 codificant pel gen de la sulfamidasa humana directament al LCR dels 

gossos Beagle; i més endavant, es va dur a terme el mateix estudi amb el gen específic 

d’espècie, la sulfamidasa canina. 

 

2.2.1. Transferència del gen de la sulfamidasa humana 

El vector AAV9 que codifica per a la sulfamidasa humana (hSgsh) es va 

administrar a la cisterna magna de gossos Beagle adults sans a una dosi de 2x1013 vg 

totals (Gossos 5 i 6, Figura 36A). Durant els tres mesos post-injecció, es va realitzar el 

seguiment dels gossos mitjançant la presa de mostra de sang i LCR periòdicament 

(Figura 36A). Finalment, els animals es van sacrificar per tal d’analitzar l’activitat 

sulfamidasa al LCR com també l’expressió del gen terapèutic al SNC, sistema nerviós 

perifèric (SNP) i teixits perifèrics. Durant tot el procediment els gossos van estar 

clínicament bé. 
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Figura 36. Disseny experimental de l’administració intra-LCR de l’AAV9 codificant per a la Sgsh 
humana en gossos Beagle sans a una dosi de 2x1013 vg totals. IC, intracisternal. 

 

2.2.1.1.  Activitat sulfamidasa al LCR 

Després de l’administració intracisternal, e s va mesur ar l’activitat sulfamidasa al 

LCR de gossos Beagle adults sans injectats amb l’AAV9-hSgsh. Al cap d’una setmana 

de la inj ecció, els nivells d’activitat sulfamidasa van a ugmentar per sobre  els nivells 

basals i van a rribar al pic d’expressió al volt ant de  les 2-3 se tmanes post-injecció 

(Figura 3 7A). De sprés de l’increment d’activitat sulfamidasa al LCR en a mbdós 

animals, e s va obs ervar una pronunciada davallada a l es 3-4 se tmanes post-

administració fins a arribar a uns nivells estables propers als valors basals (Figura 37A). 

El pic d ’activitat sulfamidasa observat després d e la transferència del vector AA V9-

hSgsh va c oincidir amb la detecció de c èl·lules mononuclears, pr edominantment 

limfocítiques, al LCR (Figura 37A i B), un fenomen prèviament documentat en gossos 
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quan s’utilitza un transgèn no específic d’espècie (Ellinwood, 2011 ). El número de  

cèl·lules inflamatòries va baixar progressivament, juntament amb la pèrdua de l’activitat 

sulfamidasa (Figura 37B). Tot i la reacció inflamatòria, els gossos no van presentar cap 

símptoma clínic. 

 

 

Figura 3 7. Ad ministració intr a-LCR de l’AAV9-hSgsh a  gossos. (A) Seguiment de l’activitat 
sulfamidasa al LCR després de la transferència de l’AAV9-hSgsh (Gossos 5 i 6). L’activitat sulfamidasa 
(símbols negres) i el recompte de leucòcits (símbols blancs) es representen al mateix gràfic. L’activitat 
sulfamidasa basal est à p er sota els límits de d etecció de l a tècn ica d esprés de la quantificació de 1 0 
mostres de L CR de g ossos B eagle sans no tr actats. Act, A ctivitat. (B) Recompte d e cè l·lules i 
quantificació del contingut d e proteïna total al LCR d els gossos in jectats. E ls valors d e referència dels 
paràmetres analitzats al LCR són: recompte d’eritròcits (o Red Blood Cell Count, RBC) = 0, recompte de 
leucòcits (o White Blood Cell Count, WBC) < 5 cells/µl i Proteïna Total (o Total Protein, TP) <25 mg/dl. 
NA: mostra no disponible; ID: Identificació; *, mostra contaminada amb sang.  
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2.2.1.2. Expressió del gen de la sulfamidasa humana 

D’acord amb els nivells d’activitat enzimàtica assolits al LCR, l’expressió de la 

sulfamidasa humana, quantificada 3 mesos després de l’administració del vector, es va 

detectar en diverses àrees del SNC, tant properes com llunyanes del punt d’injecció 

(Figura 38). A més a més, el SNP i alguns teixits perifèrics com el fetge, la melsa i els 

nòduls limfàtics cervicals també van mostrar un bon nivell d’expressió del gen de la 

sulfamidasa (Figura 38). Aquest patró d’expressió coincidia amb el patró de distribució 

de genomes virals detectat prèviament després de l’administració intra-LCR del vector 

viral AAV9-GFP en gossos Beagle adults sans. A més, indicava que tot i la disminució 

dels nivells d’activitat al LCR, molt probablement a causa de la presència d’anticossos 

neutralitzants contra l’enzim humà, l’expressió del gen es va mantenir a nivell elevats. 
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Figura 38. Persistència de l’expressió de la sulfamidasa humana després de l’administració intra-
LCR de l’AAV9-hSgsh. Expressió del mRNA de la sulfamidasa humana al SNC, medul·la espinal, SNP 
i els teixits p erifèrics després d e 3 mesos d e la injecció in tra-LCR de 2x1013 vg de l’AAV9-hSgsh a 
gossos Beagle adults sans (Gossos 5 i  6) . md, medial; d r, dorsal; lt, lateral; vn, ventral; cn , central; D, 
dreta; E, esquerre; cv-an, cervical anterior; cv-cd, cervical caudal; I, intumescència; cv-t, cervical toràcic; 
t-an, toràcica anterior; t-md, toràcic medial; t-cd, toràcic caudal; ls, lumbosacra; ceq, cua de cavall; gad, 
gangli de l’arrel dorsal; cv, c ervical; t, toràcic; lm, lumbar; NL, nòdul limfàtic. u.a., unitats arbitràries. 
NA: Mostra no disponible.  
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2.2.2. Transferència del gen de la sulfamidasa canina 

Per tal d e corroborar q ue l a re sposta immunitària observada a ls gossos Beagle 

administrats amb la sulfamidasa humana era a causa del gen no específic d’espècie, es 

va administrar el ve ctor viral AA V9 codificant per a la sulfamidasa canina (cSgsh) a 

una dosi de 2x1013 vg totals en gossos Beagle adults sans (Gossos 7-9, Figura 39A). La 

intervenció es va tolerar correctament i els gossos es van mantenir clínicament bé durant 

tot e l període de  s eguiment de 16 mesos, dur ant els quals es van pr endre mostres d e 

sang i LCR (Figura 39A). Actualment, e ls gossos segueixen en observació per tal d e 

monitoritzar els nivells d’activitat sulfamidasa al LCR i analitzar la seguretat de  la 

teràpia a llarg termini. 

 

 

Figura 3 9. Disseny experimental de l’administració intra-LCR de l’AAV9 codificant per a la 
sulfamidasa canina a gossos Beagle adults sans. IC, intracisternal. 
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Tal com s’havia observat prèviament, l’activitat sulfamidasa al LCR va fer un pic 

entre les 2-4 setmanes després de l’administració intra-LCR de l’AAV9-cSgsh (Figura 

40A). En contrast amb la caiguda d’activitat enzimàtica observada als animals que 

havien rebut el gen de la sulfamidasa humana, l’expressió del transgèn es va mantenir a 

uns nivells alts per sobre del valor basal durant tot el període de seguiment analitzat 

(>16 mesos) (Figura 40A). A més, el recompte de WBC i la quantificació del contingut 

de la proteïna total del LCR d’aquests gossos es va mantenir dins els valors normals de 

referència durant tot el seguiment (Figura 40B).  

Per tant, aquests resultats van demostrar que la pèrdua de l’activitat de la 

sulfamidasa humana observada als gossos 5 i 6 era com a conseqüència de la utilització 

d’un transgèn no específic d’espècie que induïa un procés immunitari al SNC. 

Contràriament, l’activitat enzimàtica mesurada al LCR de gossos Beagle adults injectats 

amb l’AAV9-cSgsh es va mantenir estable a llarg termini suggerint que una única 

administració intra-LCR del vector AAV9 seria suficient pel tractament de la MPSIIIA.  
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Figura 40. Detecció de l’activitat sulfamidasa al LCR després de l’administració de l’AAV9-cSgsh. 
(A) Seguiment de l’activitat sulfamidasa al LCR després de la injecció intracisternal de 2x1013 vg totals 
de l’AAV9-cSgsh (Gossos 7, 8 i 9). L’activitat sulfamidasa (símbols negres) i el recompte de leucòcits 
(símbols blancs) es representen al mateix gràfic. L’activitat sulfamidasa basal està per sota els límits de 
detecció de la tècnica després de la quantificació de 12 mostres de LCR de gossos Beagle sans no tractats. 
Act, Activitat. (B) Recompte de cèl·lules i la quantificació d el contingut d e proteïna total al LCR d els 
gossos injectats. Els valors de referència dels paràmetres analitzats al LCR són: recompte d’eritròcits (o 
Red Blood Cell Count, RBC) = 0, recompte de leucòcits (o White Blood Cell Count, WBC) < 5 cells/µl i 
Proteïna Total (o Total Protein, TP) <25 mg/dl. ID: Identificació; *, mostra contaminada amb sang.   
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2.3. Comparació de la biodistribució del vector AAV9 després de l’administració 

per la via intracisternal i intracerebroventricular 

La cisterna magna és accessible fàcilment en ratolins i gossos, i la punció cisternal 

és un procediment rutinari en medicina veterinària. D’altra banda, l’administració 

intracisternal no és una pràctica clínica estàndard en pacients pediàtrics, mentre que 

l’administració intracerebroventricular (ICV) és una tècnica utilitzada habitualment en 

neurocirurgia pediàtrica. Per tant, es va dissenyar un estudi comparatiu entre ambdues 

rutes d’administració per tal de determinar el patró de distribució d’aquest vector viral 

al SNC, SNP i teixits perifèrics. 

El disseny experimental de l’estudi va consistir en l’administració directa al LCR 

del vector viral AAV9 codificant pel gen marcador GFP mitjançant una injecció 

intracisternal (Gos 10) o bé intracerebroventricular (Gossos 11 i 12) (Figura 41A). 

Abans de l’administració ICV, es va realitzar una ressonància magnètica nuclear del 

cervell de cada gos per tal d’identificar el ventricle lateral més gran al qual s’hi 

administraria el vector sense provocar danys al cervell. Durant el procediment, es va 

utilitzar un neuronavegador per guiar la trajectòria que el catèter havia de seguir des de 

la superfície del crani fins al ventricle lateral (Figura 41B). Es va administrar 1 ml de la 

solució que contenia el vector viral, durant aproximadament 15 segons, a dins del 

ventricle lateral. Tots els animals injectats per via ICV van tolerar correctament el 

procediment quirúrgic, tal com van evidenciar els valors del recompte de leucòcits i la 

quantificació del contingut de proteïna total de les mostres de LCR després de 

l’administració (Figura 41C).  
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Figura 41. Comparació de dues rutes d’administració del vector viral AAV9 intra-LCR: 
intracisternal o intracerebroventricular. (A) Disseny experimental de l’estudi comparatiu de les dues 
rutes d’administració (intracisternal, I C, o i ntracerebroventricular, I CV) d el vector AAV9 al LCR. (B) 
Imatges del cervell que mostren la trajectòria guiada des del neuronavegador per tal d’arribar al ventricle 
lateral des de la superfície del crani durant la injecció intracerebroventricular. (C) Recompte de cèl·lules i 
proteïna total després de l’administració intra-LCR del vector AAV9 a gossos. Els valors de referència 
dels p aràmetres analitzats al LCR són: recompte d’eritròcits (o Red B lood Cell Count, RB C) =  0, 
recompte de leucòcits (o White Blood Cell Count, WBC) < 5 cells/µl i Proteïna Total (o Total Protein, 
TP) <2 5 m g/dl. NA: mostra no di sponible; ID: I dentificació. WPRE, element r egulador post-
transcripcional del virus de l’hepatitis de marmota o Woodchuck Posttranscriptional Regulator Element, 
augmenta l’estabilitat del mRNA incrementant l’expressió del gen transferit.  
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2.3.1. Anàlisi histològic de les dues rutes d’administració 

La immunohistoquímica de GFP de les seccions del SNC dels gossos injectats per 

via ICV es va observar que l’epiteli del plexe coroide i els ependimòcits del ventricle 

lateral de l’hemisferi injectat es transduïen més eficientment, en comparació amb 

l’hemisferi contralateral, a on també es va observar cèl·lules GFP positives però més 

aïllades (Figura 42). Ambdues rutes d’administració van mostrar una forta 

immmunoreactivitat de la GFP a les cèl·lules de les leptomeninges, que presentaven 

aproximadament un 75-100% de les cèl·lules transduïdes al cerebel i les regions més 

caudals del cervell; mentre que la transducció de les leptomeninges de les àrees més 

rostrals era menor. Al còrtex cerebral dels gossos injectats ICV, les cèl·lules GFP 

positives van mostrar el mateix patró de transducció difús horitzontal i multifocal que 

s’havia observat prèviament als gossos injectats a la cisterna magna (Figura 42). A més, 

les regions més superficials del cerebel dels gossos injectats ICV que es trobaven en 

contacte directe amb el LCR van presentar més positivitat que a les làmines més 

profundes, tal com es va observar clarament al còrtex occipital (Figura 42). En general, 

l’expressió del transgèn després de l’administració ICV es va detectar a tot el SNC, tant 

a regions properes com distals al punt d’injecció. A més, el SNP també es va transduir 

tal com van mostrar els ganglis de l’arrel dorsal. 

Per tant, ambdues rutes d’administració van demostrar un patró similar de 

biodistribució del vector viral AAV9 al SNC i SNP. Ara bé, la injecció ICV també era 

capaç de la transducció eficient dels ependimòcits i l’epiteli del plexe coroide del 

ventricle lateral on s’havia administrat el vector viral. 
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Figura 42. Administració intracerebroventricular del vector AAV9 a gossos. Expressió del transgèn 
analitzada per immunohistoquímica de GFP després de 8 dies de l’administració ICV unilateral de 2x1013 
vg totals d’AAV9-GFP a gossos Beagle adults sans (imatges representatives del Gos 12). VL, Ventricle 
Lateral; I Vv, Q uart Ventricle; Rin, Rinencèfal; C F, Còrtex Frontal; C O, Còrtex O ccipital; C P, Còrtex 
Parietal; C T, Còrtex T emporal; L P, Lòbul Piriforme; Hc,  Hip ocamp; Ht, Hip otàlem; Cer, C erebel; P , 
Pons; ME, Medul·la Espinal; GAD, Gangli de l’Arrel Dorsal. Escala: 250 m. 
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2.3.2. Número de còpies de genomes virals i expressió del mRNA 

L’anàlisi de la biodistribució del vector viral i de l’expressió del transgèn (GFP) al 

SNC, SNP i òrgans somàtics no va suggerir unes diferències importants en el patró de 

transducció del vector mitjançant la ruta d’administració IC o ICV (Figura 43). 

D’entrada, es va detectar la presència de genomes virals distribuïts al llarg de totes les 

regions de l’encèfal analitzades (Figura 43 i 44). A més, també es va observar UNA 

transducció eficient del SNP, tal com va evidenciar la detecció d’alt número de còpies 

de genomes virals i forta expressió de GFP al gangli de l’arrel dorsal i el trigemin 

(Figura 43). Tant després de l’administració IC com ICV, el vector viral va drenar des 

del LCR cap a sang perifèrica transduint principalment el fetge, a on també es van 

detectar un número alt de còpies de genomes virals i una forta expressió de GFP. 

Per tant, tots aquests resultats van mostrar que era possible aconseguir una àmplia 

distribució del vector AAV9 administrat per via ICV assolint uns bons nivells 

d’expressió del transgèn al SNC, SNP i fetge, i a més, essent comparable als resultats 

obtinguts després de l’administració IC del vector (Figura 43 i 44). 
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Figura 44. Àmplia distribució del vector AAV9 al SNC després de l’administració ICV de l’AAV9 
al LCR. Representació esquemàtica mitjançant una escala de co lors del número de còpies de genomes 
virals quantificades a les mostres d’un dels gossos injectats ICV amb l’AAV9-GFP (Gos 11). Les regions 
mostrejades estan indicades numèricament a l’hemisferi esquerre de les sis seccions representatives (a-f) 
de l’encèfal del gos. vg/dg, genomes virals/genomes diploides. 
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2.4. Resum de l’administració intra-LCR del vector AAV9 

La transferència de l’AAV9 directa al LCR mitjançant l’administració unilateral al 

ventricle lateral o bé intracisternal va provocar l’àmplia distribució de les partícules de 

vector a tot el cervell, la medul·la espinal i el SNP (Figura 45A). A més, una part dels 

vectors va drenar des del LCR cap a circulació perifèrica provocant la transducció del 

fetge (Figura 4 5A). Com a resultat d’aquest patró de distribució del vector, l’activitat 

sulfamidasa va augmentar al LCR dels gossos injectats amb l’AAV9 codificant per la 

sulfamidasa. A més, els ratolins model de la MPSIIIA també es va poder demostrar un 

increment de l’activitat sulfamidasa tant al SNC com a l fe tge, el qual a ctua com a  

principal font productora i secretora d’enzim circulant per la resta de teix its perifèrics 

(Figura 4 5B). Així donc s, els nivells d’activitat sulfamidasa assolits van permetre la 

correcció de la patologia neurològica i somàtica a  ra tolins MPSIIIA després de  

l’administració directa al LCR del vector AAV9 codificant pel gen de la sulfamidasa. 

 

 

Figura 4 5. Repre sentació esquemàtica de la  dis tribució del v ector i el transgèn des prés de 
l’administració intra-LCR del v ector AAV9. (A) Esquema de l’administració intra-LCR del v ector 
viral AAV9 i la seva distribució al SNC i el fetge. (B) Esquema de la producció i  s ecreció d e la 
sulfamidasa al SNC i al fetge.   
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3. IMPACTE DE LA IMMUNITAT HUMORAL PREEXISTENT EN 

L’EFICIÈNCIA DE TRANSDUCCIÓ DEL SNC 

 

Els anticossos neutralitzants (o Neutralyzing Antibodies, NAbs) contra els AAVs 

són molt freqüents en humans (Boutin, 2010). Després de l’administració sistèmica del 

vector viral, els NAbs anti-AAV poden afectar directament en l’eficiència de 

transducció dels AAVs (Manno, 2006; Jiang, 2006; Scallan, 2006). Així que actualment 

s’estan estudiant diverses aproximacions per tal de sobrepassar aquesta limitació de la 

teràpia gènica amb AAVs (Mingozzi, 2013; Monteilhet, 2011). Algunes LSDs, que són 

susceptibles a ser tractades per teràpia gènica, tenen alterada les funcions de la BHE i 

podria ser que les immunoglobulines circulants entressin lliurement al SNC bloquejant 

fàcilment la transducció dels vectors AAVs (Begley, 2008). Tot i això, l’estudi d’un 

pacient de la MPSIIIA no ha evidenciat cap alteració de la BHE (Garbuzova-Davis, 

2013). 

 

3.1. Distribució asimètrica dels anticossos neutralitzants anti-AAV a causa de la 

barrera hematoencefàlica 

 

3.1.1. Títols d’anticossos neutralitzants a pacients humans 

En aquest treball, es va estudiar l’impacte de la malaltia i del possible trencament 

de la BHE associat a ella en la distribució dels NAbs anti-AAV als individus sans i 

afectats per la MPSIIIA. La Dra. Pineda, de l’Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, va 

cedir-nos les mostres emparellades de LCR i sèrum de diversos pacients en edat 

pediàtrica per testar-les mitjançant l’assaig in vitro descrit per Manno et. al (Manno, 

2006). En general, els títols de NAbs anti-AAV2 van ser més elevats que els títols anti-

AAV9 (Taula 3), coincidint amb els estudis previs sobre la freqüència dels anticossos 

neutralitzants a la població (Boutin, 2010). A més, també es va detectar la presència de 

NAbs a les mostres de LCR, tot i que els títols eren molt més baixos que a les mostres 

de sèrum del mateix pacient (Taula 3). En particular, els individus afectats per la 

MPSIIIA també van presentar més anti-AAV a sèrum que a les mostres emparellades de 

LCR, suggerint que la malaltia no havia alterat la permeabilitat de la BHE a les 
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immunoglobulines c irculants. Tot i  el pe tit nombre de most res de sè rum-LCR 

emparellades disponibles, e ls títols de  NA bs van tenir tendè ncia a augmentar amb 

l’edat, tal com havien descrit prèviament altres estudis sobre la freqüència dels NAbs en 

la població pediàtrica (Calcedo, 2011; Li, 2012). 

 

Taula 3. Títols d’anticossos neutralitzants a mostres de sèrum i LCR d’individus sans i pacients de 
MPSIIIA.  

 

 

Títols d’anticossos neutralitzants (NAb) a nti-AAV9 i an ti-AAV2 d eterminats a les mostres de sèrum i  
LCR de pacients sans i afectats per la MPSIIIA. ID: Identificació. 

 

3.1.2. Títols d’anticossos neutralitzants a gossos 

Com que e l vector AAV9 prové de  virus humans, cap d els gossos inj ectats va 

presentar nivells de tectables de NA bs anti-AAV9 a  sè rum o LCR a bans de 

l’administració. A gossos Beagle a dults sans, l’administració del vector viral AAV9 

directa a l LCR va re sultar en una  r esposta sis tèmica humor al contra la c àpsida de 

l’AAV9 (Taules 4 i 5). Tal c om era d’esperar, e ls títols de sè rum van a ugmentar 
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ràpidament després de l’exposició al vector, així que 8 dies després de l’administració 

tots els gossos van mostrar uns títols de NAbs a sèrum > 1:1000 (Taula 4 i 5). D’altra 

banda, les most res de LCR van pr esentar uns tí tols inferiors a  1:10, c onfirmant la 

distribució asimètrica dels NAbs a tra vés de la BHE (Taula 4 ). Després de  

l’administració IC de l’AAV9 codificant pel gen de la sulfamidasa humana als gossos 5 

i 6, els quals van presentar signes d’inflamació al SNC, es va observar que els títols de 

NAbs anti-AAV al LCR incrementaven fins a valors de 1:100-1:1000 (Taula 5). 

 

Taula 4. Seguiment dels títols d’anticossos neutralitzants a les mostres de sèrum i LCR abans i 
després de l’administració intra-LCR de l’AAV9 a gossos.  
 

 
NA: Mostra no disponible; ID: Identificació. 

 

Taula 5 . Seg uiment del s a nticossos neutr alitzants a m ostres de s èrum i LCR després de la  
transferència de l’AAV9-hSgsh.  

 
NA: Mostra no disponible; ID: Identificació.  
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3.2. Administració intracisternal d’AAV9-GFP en gossos Beagle preimmunitzats 

contra l’AAV9 

Després de detectar títols de NAbs a LCR més baixos que a sèrum, es va investigar 

si l’eficiència de transducció del vector viral AAV9 administrat directament al LCR 

podria variar a causa de la immunitat humoral preexistent. D’aquesta manera, es podria 

determinar si els pacients de la MPSIIIA seropositius per a l’AAV9 podrien ser 

candidats per a l’aproximació de teràpia gènica desenvolupada al nostre laoratori.  

En aquesta part de l’estudi, es va dur a terme la immunització contra l’AAV9 de 

dos gossos Beagle adults sans (Gos 13 i 14) mitjançant l’administració sistèmica del 

vector AAV9-Nul a una dosi de 1.2x1012 vg totals (Figura 46). Després d’un mes de la 

immunització, els animals van rebre 2x1013 vg totals de l’AAV9-GFP per via 

intracisternal (Figura 46). Per tal d’evitar la possible resposta immunitària contra la 

proteïna GFP forana, els gossos es van sacrificar 8 dies després l’administració IC per 

tal d’avaluar l’eficiència de transducció del vector als gossos amb immunitat humoral 

anti-AAV9 preexistent (Figura 46). El recompte de leucòcits i la quantificació de la 

proteïna total al LCR es van mantenir dins dels valors de referència a tots els animals 

injectats (Taula 6). 
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Figura 46. Disseny experimental de l’administració intra-LCR del v ector AAV9 a gossos B eagle 
adults a mb immunitat humoral a nti-AAV9 pre existent. AAV9-CAG-Nul, vector AAV9  q ue no 
codifica per cap transgèn i s’utilitza per a la preimmunització dels gossos contra el vector AAV9. 

 

Taula 6. Rec ompte de cè l·lules i  quantificació del contingut de pro teïna t otal al LCR després de 
l’administració intra-LCR del vector AAV9 a gossos amb immunitat humoral preexistent.  

  
El temps “0” correspon a la mostra obtinguda abans de l’administració intracisternal d’AAV9-GFP, és a 
dir, 3 0 d ies després de la immunització a mb u na administració in travenosa del vector A AV9-Nul 
(1,2x1012 vg/gos). Els valors de referència dels paràmetres analitzats al LCR són: recompte d’eritròcits (o 
Red Blood Cell Count, RBC) = 0, recompte de leucòcits (o White Blood Cell Count, WBC) < 5 cells/µl i 
Proteïna Total (o Total Protein, TP) <25 mg/dl. ID: identificació.  
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3.2.1. Títols d’anticossos neutralitzants 

Després de la immunització dels gossos, els títols de NAbs anti-AAV9 a sèrum van 

arribar a valors >1:1000 (Taula 7). Aquests valors són molt més elevats que e ls de la  

majoria de la població humana contra el vector viral AAV9 (1:20), i únicament un 20% 

dels individus seropositius presenten un títol més elevat de 1:400 (Boutin, 2010). Així 

doncs, la situació generada durant el procés d’immunització dels gossos era molt més 

astringent que  la presència d’aquests NAbs a la major ia de la poblac ió humana 

analitzada. El LCR dels g ossos pr eimmunitzats va pr esentar uns tí tols de NA bs molt 

més baixos que el sèrum, al voltant de 1,1 a 1:3,1 (Taula 7). 

 

Taula 7. Seguiment dels títols d’anticossos neutralitzants a les mostres de sèrum i LCR abans i 
després de l’administració intra-LCR de l’AAV9 a gossos preimmunitzats.  

 

  
El temps “0” correspon a la mostra obtinguda abans de l’administració intracisternal, é s a  dir, 30 di es 
després de la immunització amb una administració intravenosa del vector AAV9-Nul (1.2x1012 vg/gos). 
NM: Mostra no mesurada, ID: identificació. 

 

3.2.2. Anàlisi immunohistològic de la transducció del SNC 

Els gossos prèviament immunitzats es van injectar per via intracisternal a una dosi 

de 2x1013 vg de  l’AAV9 codificant per a  la GFP per tal de  detectar la distribució del 

vector vira l en unes condicions més astringents (títols de NA bs a sèrum > 1:1000). 

L’anàlisi immunohistoquímica c ontra G FP va revelar que l’AAV9 havia transduït 

eficientment diverses r egions del SNC d’ambdós gossos i, principalment, les 

leptomeninges (Figura 47).  
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Figura 47. Impacte de la  immunitat humoral preexistent en la  transducció del SNC després de la 
transferència del vector AAV9 al LCR. Immunodetecció de les cèl·lules GFP positives al SNC després 
de l’administració intracisternal de 2x 1013 vg totals de l’AAV9-GFP a gossos B eagle adults s ans 
preimmunitzats contra l’AAV9 (Gossos 13 i 14). CF-Lepto, Leptomeninges del Còrtex Frontal; CO-
Lepto, Leptomeninges del Còrtex Occipital; CO, Còrtex Occipital; I Vv-Plc, Plexe co roide d el Quart 
ventricle; I Vv-Epen, Ependimòcits d el Q uart ventricle; H c, Hipocamp; P in, Glàndula Pineal; ME -Ceq, 
Cua de cavall (o cauda equina) de la Medul·la Espinal. Escala: 200 m (100 m per l’ampliació).  



  Resultats 

 
-148- 

 

3.2.3. Número de còpies de genomes virals i expressió del mRNA 

Finalment, la quantificació del número de còpies de vector i el mRNA de la GFP 

present als gossos preimmunitzats va permetre la detecció de genomes virals i expressió 

del transgèn al 70-95% de les mostres del SNC analitzades (Figura 48). A més a més, 

també es va transduir e ficientment el SNP, després de l’administració directa al LCR 

dels gossos preimmunitzats (Figura 48).  

 

 
Figura 48. Impacte de la immunitat humoral a la transducció del SNC després de l’administració 
directa a l LCR. El número de co pies de genomes v irals i expressió d el mRNA d e la GFP d esprés de 
l’administració intra-LCR de 2 x1013 vg totals del vector AA V9-GFP a  gossos naïfs (Gos 1 0) o  
preimmunitzats (Gossos 13 i 14) . Les mostres són representatives de tot el SNC, SNP. md, medial; d r, 
dorsal; lt, lateral; vn, ventral; cn, central; D , dreta; E, esquerre; cv-an, cervical anterior; cv-cd, cervical 
caudal; I , intumescència; c v-t, cervical to ràcic; t -an, toràcic anterior; t -md, toràcic medial; t -cd, toràcic 
caudal; ls, lumbosacra; ceq, cauda equina; gad, gangli de l’arrel dorsal; lm, lumbar; t, toràcic; cv, cervical; 
vg/dg, genomes virals/genomes diploïde; u.a., unitats arbitràries; NA, mostra no disponible.  
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Per altra ba nda, no es van de tectar c òpies dels ge nomes virals o expressió de l 

transgèn a cap dels teixits perifèrics analitzats, tal com s’esperaria a causa de l’elevat 

títol de NAbs presents al sèrum (Figura 49 i Taula 7). Aquestes dades suggerien que la 

immunitat humoral dels AAVs pot disminuir lleugerament l’eficàcia de la transducció 

del vector al SNC després de l’administració directa al LCR, quan els títols de NAbs 

circulants són realment molt elevats. 

 

Figura 4 9. I mpacte de la  imm unitat hu moral a la  t ransducció dels  t eixits perifèrics després de  
l’administració directa al LCR. El número d e copies de genomes v irals i expressió d el mRNA d e la 
GFP després de l’administració intra-LCR de 2x1013 vg totals del vector AAV9-GFP a gossos naïfs (Gos 
10) o preimmunitzats (Gossos 13 i 14). Les mostres són representatives de diversos teixits perifèrics. md, 
medial; lt, lateral; NL, nòdul li mfàtic; vg/dg, genomes virals/genomes diploïde; u.a., unitats arbitràries; 
NA, mostra no disponible. 

 

Tots els resultats d’aquest treball constitueixen la base preclínica necessària per a la 

translació cap a la clínica de l’administració directa al LCR de l ’AAV9 codificant pel 

gen de la sulfamidasa com a tractament per a la MPSIIIA, com també per altres LSDs 

amb a fectació, pr incipalment, neurològica. A més, l’última part d’aquest estudi 

demostra la transducció del SNC en presència d’immunitat humoral contra l’AAV9. 

D’aquesta manera, l’aproximació terapèutica desenvolupada en a questa tesi obra la  

possibilitat de tractament de pacients seronegatius i, fins i tot, seropositius per l’AAV9. 
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La MPSIIIA és una malaltia metabòlica hereditària d’acumulació lisosòmica que es 

caracteritza per una severa neurodegeneració combinada amb una patologia somàtica 

poc severa. Com la gran majoria de LSD, actualment no hi ha cap tractament efectiu 

aprovat. Tot i això, hi ha algunes aproximacions terapèutiques que s’estan testant en 

humans, com l’ERT o la teràpia gènica amb vectors AAVs. L’ERT pel tractament de la 

MPSIIIA consisteix en l’administració mensual de la sulfamidasa recombinant al LCR 

mitjançant un dispositiu intratecal permanent per tal contrarestar l’afectació neurològica 

(NCT01155778, NCT01299727, clinicaltrials.gov). Tot i que no s’han publicat els 

resultats del primer assaig clínic amb l’ERT, l’avaluació preliminar sembla indicar una 

manca evident d’efecte terapèutic, possiblement pel tractament de pacients en estadis 

massa avançats de la MPSIIIA (Wijburg, 2013). Per aquest motiu, han iniciat un nou 

assaig clínic en un estadi més inicial de la malatia (< 4 anys), que actualment està en 

fase de reclutament de participants (NCT02060526, clinicaltrials.gov). Els principals 

inconvenients de la teràpia basada en ERT són: (i) elevats costos derivats de la 

producció de la proteïna recombinant; (ii) repetitives administracions de l’enzim, com a 

conseqüència de la curta vida de la sulfamidasa, a pacients pediàtrics amb problemes de 

comportament; (iii) limitació de l’enzim per creuar la BHE pel tractament de l’afectació 

neurològica (Enns, 2008) i (iv) risc d’infeccions associat al dispositiu intratecal 

permanent. Per altra banda, la segona aproximació en fase de desenvolupament clínic 

per a la MPSIIIA consisteix en l’administració intraparenquimàtica de l’AAVrh.10 

codificant per a la sulfamidasa i SUMF1 en 6 punts d’injecció repartits entre els dos 

hemisferis, a dues alçades diferents (NCT02053064 i NCT01474343, clinicaltrials.gov). 

L’inconvenient principal d’aquesta teràpia és l’arriscada i complicada intervenció 

quirúrgica altament invasiva a la qual se sotmet el pacient. A part d’això, els resultats 

d’aquest estudi indiquen que el tractament no demostra una millora evident de la 

patologia central de la MPSIIIA (Tardieu, 2014), tal com s’ha observat prèviament als 

estudis clínics de la malaltia de Batten amb el mateix vector viral i a una dosi molt 

similar (Sondhi, 2012). L’eficàcia d’aquest tractament pot ser limitada a causa de la 

poca difusió del vector des dels punts d’injecció impedint-ne una àmplia distribució a 

tot el SNC. Per tant, és necessari la recerca d’una nova aproximació terapèutica per a la 

MPSIIIA que sigui més eficaç, perdurable i menys invasiva. 

La teràpia gènica ha esdevingut una estratègia molt prometedora pel tractament dels 

pacients amb LSD, com la Síndrome de Sanfilippo A, pel fet que pot permetre una 
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correcció completa i perllongada de la deficiència enzimàtica causant de la patologia 

(Sands, 2006). Les avantatges que presenten aquestes malalties amb aquest tipus de 

teràpia són les següents: (i) malalties monogèniques fàcilment tractables gràcies al 

subministrament d’una còpia correcta del gen deficient; (ii) correcció creuada, on la 

transducció d’un nombre reduït de cèl·lules com a font productora i secretora de l’enzim 

lisosòmic té la capacitat de corregir les cèl·lules veïnes mitjançant la recaptació de 

l’enzim secretat via el receptor M6P; i (iii) expressió a llarg termini de la proteïna 

terapèutica després d’una única administració (Parenti, 2013). 

D’entre tots els vectors virals més utilitzats en teràpia gènica, els AAVs presenten 

l’avantatge de no ser patogènics i rarament s’integren al genoma hoste, evitant els risc 

associat a la mutagènesi per inserció (Nienhuis, 2013). Existeixen diversos serotips 

d’AAVs que administrats directament al LCR en diferents models animals resulten en 

una àmplia distribució del vector viral per tot el SNC (Passini, 2003; Fu, 2010; Fraldi, 

2007b; Samaranch, 2013), a excepció de l’administració ICV de l’AAV4 que transdueix 

únicament els ependimòcits (Liu, 2005). Però en concret, el vector viral AAV9 

administrat per via sistèmica es caracteritza per ser un dels millors serotips capaços de 

creuar la BHE i transduir eficientment el SNC (Foust, 2009; Duque, 2009; Yang, 2014); 

mentre que l’administració de l’AAV9 directa al LCR demostra una àmplia i robusta 

distribució al SNC, superior a altres serotips analitzats, amb una eficient transducció del 

fetge per part del vector que drena des del LCR cap a circulació perifèrica (Tesi doctoral 

A. Ruzo, 2010), tal com també han demostrat posteriorment d’altres estudis 

(Samaranch, 2012; Bucher, 2014). Així doncs, cal desenvolupar una aproximació 

terapèutica per a la MPSIIIA que permeti una àmplia distribució de l’enzim lisosòmic 

deficient pel tractament eficient de l’afectació neurològica, i en segon terme, de la 

patologia somàtica. Conseqüentment, el nostre laboratori va dissenyar una aproximació 

de teràpia gènica basada en l’administració intra-LCR del vector viral AAV9 per 

corregir la patologia central, com també poder arribar al fetge, per tal que aquest 

esdevingués una font productora i secretora de sulfamidasa pels teixits perifèrics. 

Actualment, aquest vector, juntament amb nous serotips com l’AAVrh.8 o rh.10, han 

demostrat ser els millors per a la transducció eficient del SNC (Yang, 2014). 

L’administració directa al LCR del vector viral AAV9 codificant la sulfamidasa 

murina pel tractament de ratolins MPSIIIA va provocar un augment de l’activitat de 

l’enzim deficient tant al cervell, com al fetge i al sèrum. Tot i que d’altres 
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aproximacions terapèutiques amb diferents serotips d’AAV també han detectat vectors 

virals a teixits perifèrics (Ciron, 2009; Colle, 2010), el nostre estudi va mostrar que la 

quantitat de vector que va passar cap a la circulació perifèrica després de l’administració 

directa al LCR va ser suficient per permetre la correcció de l’afectació somàtica de la 

MPSIIIA. Així, una única administració intra-LCR del vector viral AAV9 a una dosi de 

5x1010 vg/ratolí va permetre la correcció de la patologia neurològica i perifèrica, tant a 

curt com a llarg termini, evidenciat per: (i) la reducció de l’acumulació de GAGs a 

cervell i teixits perifèrics; (ii) reducció de la distensió lisosòmica a cervell i teixits 

perifèrics; i (iii) reducció/normalització de la neuroinflamació al SNC. La correcció 

histopatològica de la malaltia es va traduir en una reversió dels dèficits de 

comportament característics de la MPSIIIA i una prolongació de la supervivència dels 

ratolins MPSIIIA tractats fins a arribar a nivells similars als dels controls sans. A llarg 

termini, els nivells d’activitats sulfamidasa assolits al SNC es van mantenir estables, fet 

que també va permetre el manteniment de la correcció de la patologia neurològica i 

somàtica. De fet, l’expressió a llarg termini per part dels vectors AAV també s’ha 

observat a gossos amb hemofília B després de la transferència gènica directa al fetge de 

l’AAV2 codificant pel gent del Factor IX (Niemeyer, 2009). Després de 8 anys, els 

gossos no han presentat cap toxicitat envers al tractament, ni han patit cap hemorràgia 

gràcies a l’eficàcia dels valors estables de Factor IX, d’entre el 4-10% (Niemeyer, 

2009). Fins i tot, a un pacient tractat amb teràpia gènica intramuscular amb el Factor IX, 

el qual presentava valors subterapèutics (<1%), s’ha detectat l’expressió del transgèn 10 

anys després del tractament (Buchlis, 2012). 

En canvi, l’anàlisi a llarg termini dels ratolins MPSIIIA després d’una 

administració intracisternal de l’AAV9-mSgsh van mostrar una disminució dels nivells 

d’activitat sulfamidasa a fetge is èrum, fins a valors propers al 48% en mascles i 5-8% 

en femelles. Tot i que l’expressió del transgèn no es va mantenir estable al llarg del 

temps, aquests valors van ser suficients per contrarestar la patologia somàtica a llarg 

termini (12-14 mesos edat), edat a la qual els ratolins afectats van començar a morir. 

L’ERT amb una dosi baixa de glucuronidasa recombinant en ratolins models de la 

MPSVII provoca la correcció de l’acumulació de GAGs amb valors d’activitat a fetge 

propers al 5% (Donsante, 2007). A més, pacients amb activitat sulfamidasa propera o 

superior al 3% poden presentar fenotips més atenuats de la malaltia (Meyer, 2008; 

Muschol, 2011). Per tant, encara que els valors circulants de sulfamidasa a llarg termini 
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van ser molt baixos en femelles, es va contrarestar la patologia de la majoria de teixits 

somàtics amb una correcció més moderada a aquells òrgans més refractaris al 

tractament, com el ronyó o el pulmó, fet que també s’ha observat en d’altres estudis 

(Donsate, 2007; McCarty, 2009; Garcia, 2007). Així doncs, una única administració de 

l’AAV9, que a més permet la correcció de la patologia de la MPSIIIA a llarg termini, és 

més apropiada que les repetitives infusions que han de rebre els pacients tractats amb 

l’enzim recombinant. 

L’administració sistèmica del vector viral AAV9 pel tractament de diverses 

malalties amb afectació neurològica també ha estat estudiat àmpliament (Ruzo, 2012b; 

Fu, 2011; Foust, 2010). Aquesta aproximació terapèutica presenta determinades 

limitacions respecte l’administració directa al LCR. En primer lloc, són necessàries 

dosis molt elevades de vector per aconseguir una correcció total de la patologia (Ruzo, 

2012b; Fu, 2011). En segon lloc, la capacitat de transducció dels vectors AAVs es pot 

bloquejar per la presència d’anticossos neutralitzants anti-AAV en sèrum (Manno, 

2006; Jiang, 2006; Scallan, 2006), els quals són molt freqüents en la població humana 

(Boutin, 2010). En últim terme, altes dosis de vector per via sistèmica poden provocar 

una resposta immunitària de cèl·lules T CD8+ citotòxiques contra la càpsida del vector 

viral (Manno, 2006; Nathwani, 2011; Mingozzi, 2007a). Per tant, l’administració directa 

al LCR del vector viral permetria superar aquestes dificultats biològiques gràcies a la 

reducció de la dosi terapèutica, la limitada exposició del vector als NAbs anti-AAV, i 

l’eficàcia terapèutica amb una dosi que no generi una resposta citotòxica de cèl·lules T. 

Un detall remarcable del nostre estudi és haver testat el tractament intra-LCR 

AAV9-mSgsh en ambdós sexes. Tot i que els nivells d’activitat sulfamidasa al SNC i la 

conseqüent correcció de la patologia assolida a llarg termini va ser similar, les femelles 

van presentar uns nivells d’expressió a fetge molt més baixos. Aquest fenomen ja s’ha 

documentat prèviament en diversos estudis amb ratolins utilitzant els serotips d’AAV 

tipus 1, 2, 5, 6, 8 i 9 (Ruzo, 2012a; Ruzo, 2012b; Davidoff, 2003; Pañeda, 2009). Les 

diferències de transducció del fetge entre ambdós sexes és independent de la soca i el 

promotor utilitzat (Ruzo, 2012a; Ruzo, 2012b; Davidoff, 2003; Pañeda, 2009), no afecta 

a la transducció de teixits no hepàtics (Ruzo, 2012b; Davidoff, 2003) i sembla ser causat 

pels andrògens presents a les femelles (Davidoff, 2003). Ara bé, l’eficiència de la 

transferència gènica en ambdós sexes de primats no humans resulta en els mateixos 

nivells d’expressió del gen terapèutic després de l’administració intravenosa de l’AAV 
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(Binny, 2012). Aquests resultats en primats no humans emfatitzen la importància del 

model animal escollit per a la realització dels estudis preclínics d’eficàcia terapèutica. 

No obstant això, l’estudi de femelles de la majoria de model animals per les LSD, 

tractades amb teràpia gènica basada en AAV, és important per tal de veure la possible 

influència del sexe en la correcció de la patologia. 

Un punt crític de la teràpia és l’extrapolació de la dosi terapèutica des dels ratolins 

cap a humans. En primer lloc, per tal de realitzar els estudis preclínics en un model 

animal amb una mida de cervell clínicament rellevant com els gossos, es va escalar la 

dosi de vector viral segons el pes corporal, obtenint una dosi de 2x1013 vg/gos. En 

humans, el pes corporal durant la infància-adolescència augmenta constantment a causa 

del creixement. De fet, si es té en compte que els pacients de la MPSIIIA afectats es 

diagnostiquen entre els 3-5 anys (Delgadillo, 2013; Héron, 2011; Valstar, 2010a; Malm, 

2010; Meyer, 2007) i presenten una supervivència mediana de 15 anys (Meyer, 2007; 

Delgadillo, 2013; Malm, 2010; Héron, 2011), podrien pesar aproximadament entre 15-

50 kg. Per tant, la dosi necessària pel tractament seria d’entre 3x1013 a 1x1014 vg/totals. 

A causa de l’elevada variabilitat entre les dosis, els pacients de menor edat podrien 

rebre una dosi 10 vegades inferior al SNC, fet que podria resultar en una disminució de 

l’eficàcia terapèutica. Així doncs, l’extrapolació de la dosi terapèutica de ratolins cap a 

humans es durà a terme per volum de cervell (1.4x1014 vg), òrgan diana de la teràpia. 

Com que la mida del cervell de nens i nenes s’estabilitza als 2 anys de vida i no presenta 

diferències entre els dos sexes (Brain Development Cooperative Group, 2012), aquesta 

aproximació de càlcul de dosi permetria utilitzar una única dosi independentment del 

pes corporal o sexe del pacient. La dosi total utilitzada en ratolins és, en termes de dosi 

total, més elevada que les dosis testades en alguns assajos clínics pel tractament de 

malalties neurodegeneratives, tant en la població pediàtrica com l’adulta (Leone, 2012; 

Worgall, 2008; Christine, 2009; Kaplitt, 2007; Marks, 2010). Tot i això, assumint que el 

cervell és l’únic òrgan diana del tractament amb un volum mitjà de 1260 ml (Brain 

Development Cooperative Group, 2012), la dosi clínica proposada del nostre estudi és 

de 1,1x1011 vg/ml òrgan per tots els pacients. Aquest valor està lleugerament 

sobreestimat pel fet que no té en compte el volum d’altres regions del SNC o òrgans 

somàtics que també es transduiran per part del vector viral, com per exemple, la 

medul·la espinal, els ganglis de les arrels dorsals, i el fetge. L’anàlisi de la correlació 

entre la dosi total administrada i el volum de l’òrgan diana a d’altres assaigs clínics amb 
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eficàcia terapèutica demostrada i un registre de seguretat excel·lent, demostra que la 

dosi clínica proposada en aquest estudi no està fora del rang de dosis utilitzades en 

humans. Per exemple, un assaig clínic aleatori a doble-cec en pacients de Parkinson, el 

qual presenta eficàcia terapèutica, es va administrar una dosi de vector AAV2 codificant 

per l’àcid glutàmic descarboxilasa de 3,5x1010 vg a cada nucli subtalàmic (Kaplitt, 

2007; LeWitt, 2011). Aquesta regió té un volum de 0,13 ± 0,01 ml (Colpan, 2010), per 

tant, la dosi usada en aquest assaig extrapolada per volum d’òrgan és de 2,7x1011 vg/ml, 

aproximadament el doble de la dosi clínica proposada pel nostre estudi. De manera 

similar, un estudi clínic de l’amaurosi congènita de Leber, on es va administrar 1,5 

x1011 vg del vector a l’espai subretinal (Maguire, 2009), van utilitzar una dosi de 

2,3x1010 vg/ml d’òrgan, considerant que l’ull humà adult té un volum de 6,5 ml 

(Hermann, 2009). El nou estudi dosis-resposta de la nostra aproximació terapèutica va 

revelar que la dosi clínica es podria reduir aproximadament a la meitat, 5,09x1010 vg/ml, 

obtenint la mateixa eficàcia terapèutica. D’aquesta manera, el rang de dosis possible de 

la nostra aproximació terapèutica (5,09x1010 – 1,1x1011 vg/ml) estaria a dins del que, 

actualment, ha demostrat seguretat i eficàcia terapèutica en humans (2,3x1010 – 2,7x1011 

vg/ml). Un dels punts positius de la teràpia proposada en aquest treball és el 

confinament de la majoria de vector viral a dins del SNC, òrgan immune privilegiat, fet 

que pot ser favorable pel que fa al desenvolupament de respostes immunitàries no 

desitjades (Galea, 2007). En últim terme, els estudis en pacients permetran saber si la 

nostra aproximació de teràpia gènica basada en AAV és realment eficaç i segura. 

La majoria de pacients amb MPSs presenten una gran heterogeneïtat clínica que en 

complica el seu diagnòstic precoç. Per aquest motiu, durant l’aparició dels primers 

signes i símptomes ja poden haver succeït danys importants a diversos teixits, que en 

alguns casos poden ser irreversibles (Muenzer, 2011c). Així doncs, el moment de 

l’administració del tractament és crucial per aconseguir contrarestar tots els danys 

causats per la malaltia per tal de tractar eficaçment els pacients. La nostra aproximació 

de teràpia gènica es va administrar a ratolins afectats per la MPSIIIA de 2 mesos d’edat, 

és a dir, quan la patologia ja està establerta mostrant una clara acumulació de GAGs i 

una evident distensió lisosòmica a fetge i a cervell, on també s’ha detectat presència de 

neuroinflamació (Ruzo, 2012a; Ruzo, 2012b; Crawley, 2006; Gliddon, 2004). A més, 

no només la patologia a nivell tissular ja és present a 2 mesos, sinó que també s’observa 

una alteració del comportament amb el test de l’OF (Hemsley, 2005; Lau, 2008). El 
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tractament dels ratolins MPSIIIA a aquesta edat va permetre una correcció de la 

patologia neurològica i perifèrica amb una normalització dels dèficits de comportament 

que va resultar en una prolongació de la supervivència. Així doncs, la nostra 

aproximació terapèutica va ser capaç de revertir la patologia central i perifèrica de la 

MPSIIIA, tal com s’ha observat en d’altres LSDs com la leucodistròfia metacromàtica 

(Biffi, 2006). En canvi, l’ERT a ratolins de 6 setmanes d’edat no permet una reversió 

completa de la neuropatologia de la MPSIIIA (Hemsley, 2005); sinó que únicament 

s’observa en aquells ratolins tractats des del moment del naixement, quan la BHE no és 

madura i permet el pas de l’enzim recombinant lliurement cap al SNC (Gliddon, 2004). 

A partir d’aquí, es va voler avaluar el punt de no retorn de la malaltia, on el dany 

neuronal causat pels signes clínics ja era totalment irreversible. Per aquest motiu, es van 

tractar animals de 6 mesos d’edat, en una fase més tardana de la MPSIIIA amb greus 

dèficits de comportament. L’anàlisi d’aquests ratolins a 10 mesos, quan alguns animals 

afectats van començar a morir, va revelar una reducció de tots els paràmetres 

histopatològics fins a uns nivells indistingibles als d’un ratolí sa. Ara bé, seria necessari 

l’avaluació del comportament per demostrar que l’eliminació dels dipòsits d’acumulació 

als lisosomes a edats més avançades també provoca una millora funcional, o bé ja 

s’hauria arribat al punt de no retorn on el dany neuronal ja seria irreversible. En general, 

les malalties genètiques rares presenten una gran variabilitat clínica, i l’evolució de la 

patologia és molt diferent a cada pacient afectat (Muenzer, 2011c). A la MPSIIIA, la 

pèrdua de les funcions cognitives i motores succeeix a finals de la primera dècada de 

vida i a principis de l’adolescència, respectivament (Valstar, 2010a; Meyer, 2007; 

Malm, 2010). Per tant, si es considerés que el punt de no retorn és la pèrdua d’aquestes 

funcions als infants afectats, el ventall pel tractament de la MPSIIIA és bastant ampli, 

aproximadament des del moment del diagnòstic (3-5 anys) fins al voltant dels 10 anys 

de vida. Ara bé, si també es demostrés la millora del dèficits de comportament del 

model animal de la MPSIIIA tractat a 6 mesos d’edat, indicaria que la teràpia seria 

capaç de revertir fases molt avançades de la malaltia on el dany al SNC és més greu. 

Per a la translació a la clínica de la nostra aproximació de teràpia gènica era 

necessari testar l’eficàcia i seguretat en un model animal gran amb una mida de cervell 

clínicament rellevant. En primer lloc, es va demostrar que l’administració intra-LCR de 

l’AAV9 a gossos permetia una àmplia distribució del vector amb la detecció de 

genomes virals a regions tant properes com distals al punt d’injecció, independentment 
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de la velocitat d’infusió. El número de còpies del vector va variar des de 0,03 a 16,43 

genomes virals per cèl·lula, amb un valor mitjà proper a 3,35, evidenciant un patró de 

distribució molt homogeni a tot el SNC. En canvi, l’administració directa del vector 

AAVrh.10 al parènquima cerebral pel tractament de la LINCL provoca una distribució 

més limitada del vector transduint únicament el 32% del volum del cervell de primats 

no humans (Sondhi, 2012). L’AAVrh.10 i l’AAV9 administrats directament al cervell 

presenten un perfil de transducció similar amb una distribució limitada en diverses 

espècies animals com els ratolins, les rates i els gossos (Cearley, 2006; Klein, 2008; 

Swain, 2014). Per tant, l’àmplia distribució de l’AAV9 al SNC és possible, 

principalment, gràcies a la ruta d’administració escollida. En segon lloc, es va detectar 

que una part del vector viral es va escapar cap al torrent circulatori perifèric transduint 

entre un 3-5% dels hepatòcits dels gossos, tal com s’ha observat en primats no humans 

(Gray, 2013). Per últim, l’administració intracisternal de l’AAV9 va resultar en la 

transducció de neurones i astròcits a diverses regions del SNC de gossos, tal com s’ha 

documentat en primats no humans (Samaranch, 2012; Samaranch, 2013). A més a més, 

un estudi recent ha revelat que l’administració intracisternal de l’AAV9 en gats joves 

permet la transducció eficient de neurones, astròcits, i fins i tot, oligodendròcits 

(Bucher, 2014). Per tant, l’àmplia distribució de l’AAV9 a diverses regions del SNC i el 

fetge després de l’administració directa al LCR, juntament amb una transducció eficient 

de diversos tipus cel·lulars del SNC, pot facilitar la correcció general de la patologia. 

L’avaluació de la transferència del transgèn terapèutic (sulfamidasa humana) per 

via intracisternal mitjançant el vector viral AAV9 va evidenciar un increment destacat 

dels nivells d’activitat sulfamidasa al LCR. Seguidament, els valors assolits van 

disminuir ràpidament a causa del que podria ser una resposta immunitària específica al 

transgèn, explicable per les diferències entre la seqüència proteica de la sulfamidasa 

humana administrada i la canina, pròpia de l’animal. En macaco rhesus també s’han 

observat aquests tipus de resposta immunitària després de la transferència al fetge del 

Factor IX humà mitjançant AAV (Mingozzi, 2007b; Nathwani, 2006), com també 

succeeix en gossos afectats per la MPSI i MPSIIIB tractats amb el transgèn humà 

(Ciron, 2006; Ellinwood, 2011). Ara bé, en el context de l’hemofília B, la resposta 

immunitària específica del transgèn observada en primats no humans (Mingozzi, 2007b; 

Nathwani, 2006) no va permetre predir els resultats obtinguts en humans, ja que no es 

va observar cap immunitat humoral o cel·lular contra el transgèn humà del Factor IX, 
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fins i tot en aquells pacients amb mutacions nul (Manno, 2006; Nathwani, 2011). En el 

cas concret de la MPSIIIA, l’estudi més extens de pacients realitzat a dia d’avui ha 

revelat que el 90% de les mutacions són sense sentit, però el 98% dels pacients afectats 

presenten com a mínim un al·lel amb aquest tipus de mutació (Valstar, 2010a). Per tant, 

és molt possible que els pacients que portin mutacions sense sentit tinguin un cert grau 

tolerància a la proteïna, i no desenvolupin una resposta immunitària contra el transgèn 

terapèutic. Per tal de confirmar que la pèrdua de l’expressió de la sulfamidasa humana 

era a causa del transgèn no específic d’espècie, es va testar l’administració intra-LCR 

del vector AAV9 amb el transgèn específic d’espècie en gossos. Aleshores, la 

sulfamidasa al LCR va incrementar, amb un patró similar al prèviament observat amb 

els gossos injectats amb la sulfamidasa humana, però sense observar una caiguda dels 

valors a causa d’una inflamació al CNS. Així doncs, després d’una única administració 

intra-LCR de l’AAV9, quan s’utilitza el transgèn específic d’espècie, es va aconseguir 

l’expressió estable de la sulfamidasa a llarg termini (>16 mesos). Aquests resultats van 

evidenciar que era important l’elecció adequada del transgèn durant els estudis 

preclínics per no subestimar els resultats d’una possible teràpia. A més, els estudis de 

l’ERT amb el model animal murí i caní per a la MPSIIIA demostren que l’administració 

de la sulfamidasa directa al LCR és essencial per la millora de la neuropatologia 

(Hemsley, 2008; Hemsley, 2009a; Hemsley, 2009b; Crawley, 2011). Així doncs, 

l’increment de sulfamidasa activa al LCR, tenint en compte que el LCR banya tot el 

SNC, és necessari per contrarestar l’afectació neurològica de la MPSIIIA. 

La nostra aproximació terapèutica va maximitzar la correcció de la malaltia 

corregint-ne el principal òrgan diana (cervell), però a més a més també va ser capaç de 

millorar la patologia somàtica transduint un percentatge d’hepatòcits que produïen la 

sulfamidasa activa circulant. L’eficàcia de la teràpia s’havia demostrat en ratolins 

MPSIIIA, mentre que en gossos es va confirmar l’àmplia distribució del transgèn 

després de l’administració intracisternal. Aquesta via d’administració s’utilitza de forma 

rutinària en la pràctica veterinària; però en humans, aquesta tècnica és molt arriscada 

per la mida reduïda de la cisterna magna i la seva proximitat a centres vitals. Així doncs, 

per a la translació segura del tractament a humans sense la pèrdua d’eficàcia terapèutica, 

era necessari explorar noves rutes per administrar els vectors directament al LCR. Una 

possible alternativa era l’administració intracerebroventricular, on el vector es va 

dipositar als ventricles laterals, que és un espai relativament gran i de fàcil accés a 
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través de la perforació d’una regió muda del parènquima cerebral, reduint al mínim el 

risc associat a la tècnica (Piatt, 1991). A més, aquesta ruta d’accés al LCR és una 

tècnica terapèutica i de diagnòstic usada freqüentment pels neurocirurgians, amb més de 

40.000 procediments a l’any a Estats Units (American Association of Neurological 

Neurosurgeons). Ambdues rutes, intracerebroventricular i intracisternal, van aconseguir 

un patró de distribució del vector similar tot transduint eficientment el SNC, SNP i 

alguns teixits somàtics, on també es va detectar l’expressió del transgèn. Els genomes 

virals es van detectar tant a les regions més rostrals, com el còrtex frontal, fins a les 

regions més caudals, com la medul·la espinal. El patró de distribució del vector viral 

suggeria que la seva penetració al SNC des de les àrees més superficials fins a les àrees 

més profundes ve determinat per la circulació/flux del LCR (Brodbelt, 2007). Per tant, 

els avantatges que presenta l’administració ICV són els següents: (i) tècnica 

freqüentment utilitzada amb un ampli registre de seguretat i efectes adversos ben 

documentats; (ii) simplifica el procés de translació clínica, ja que tots els 

neurocirurgians a nivell mundial coneixen la tècnica i no requereix un entrenament 

específic per a l’assaig clínic; i (iii) el vector s’administra al LCR, enlloc del 

parènquima cerebral, on es pot usar un volum gran durant un període de temps 

relativament curt, reduint el temps de neurocirurgia i incrementant la flexibilitat de la 

formulació i concentració del vector. El gran inconvenient de l’administració 

intraparenquimàtica testada actualment en pacients és posar a punt una nova tècnica 

quirúrgica que implica el disseny d’un aparell específic per a la transferència del vector 

per tal de realitzar-la durant un temps adequat sense causar dany al teixit cerebral 

(Worgall; 2008; Souweidane, 2010; Leone, 2012; Tardieu, 2014). 

Una altra ruta alternativa per administrar el vector directament al LCR podria ser la 

punció lumbar, que és una tècnica usada habitualment en pacients però presenta una 

limitada distribució dels productes terapèutics cap a l’encèfal. Els estudis en porcs van 

demostrar que l’administració lumbar local de l’AAV9 resultava en l’expressió gènica a 

les àrees properes al punt d’injecció; mentre que l’àmplia dispersió del vector viral 

només es va aconseguir després de diverses administracions del vector a les regions 

cervicals, toràciques i lumbars, suggerint que la transducció per part del vector succeeix 

principalment al voltant del catèter (Federici, 2012). En macacos cinomolgus, es va 

demostrar la transducció global del SNC després de l’administració intratecal de l’AAV 

a primats no humans de mida petita (~3-7 Kg) utilitzant un AAV self-complementary 
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diluït en una solució hiperosmòtica (Gray, 2013). Tot i que l’aproximació anterior és 

viable, són necessaris nous estudis en models animals més grans per tal de confirmar els 

resultats anteriors. Estudis en ratolins van demostrar uns resultats contradictoris sobre la 

distribució del vector després de la punció lumbar. Mentre que un d’ells va aconseguir 

la dispersió del vector per tot el SNC (Gray, 2013), l’altre només van detectar el 

transgèn a la regió lumbar amb algun axó positiu a la medul·la espinal cervical i 

limitades àrees del cervell (Snyder, 2011). Aquests resultats tan oposats podrien 

explicar-se com a conseqüència de les diferències en les formulacions dels vectors, els 

títols de vectors, els volums administrats o la velocitat d’injecció. En humans, s’ha 

observat que la punció lumbar d’aminoglicosides provoca la detecció d’altes 

concentracions a la regió lumbar, però baixes concentracions al LCR ventricular; mentre 

que l’administració directa al LCR pels ventricles laterals resulta en elevades 

concentracions tant al LCR del ventricle com al de la regió lumbar (Cook, 2009). 

Aquestes dades suggereixen que el flux unidireccional del LCR des dels ventricles cap a 

la medul·la espinal dificultaria l’àmplia distribució del vector administrat mitjançant 

una punció lumbar, tot i que són necessaris més estudis en models animals petits i grans 

per confirmar aquests resultats. Per tant, l’administració ICV de l’AAV9 és una bona 

ruta d’elecció a causa dels nostres resultats que van demostrar una àmplia distribució 

del vector a tot el SNC i SNP, i fins i tot a alguns teixits perifèrics com el fetge, gràcies 

al flux natural del LCR.  

Els AAV wild-type són uns virus no patogènics molt comuns que causen infeccions 

asimptomàtiques als humans. Així doncs, la principal limitació de la teràpia gènica amb 

AAVs recombinants és que la majoria de la població ha estat exposada als virus wild-

type i han generat respostes immunitàries humorals contra l’AAV que poden limitar 

l’eficàcia de la transducció del vector (Boutin, 2010). La presència de títols d’anticossos 

molt baixos (1:5 o 1:10) és capaç de bloquejar la transferència gènica in vivo després 

d’una administració sistèmica d’AAVs en ratolins, gats i primats no humans (macaco 

rhesus) (Manno, 2006; Scallan, 2006; Ferla, 2013). En humans, la prevalença i 

magnitud de la seropositivitat dels individus varia molt segons el tipus d’AAV (Boutin, 

2010). Mentre que el 59 % de població adulta presenta anticossos neutralitzants contra 

l’AAV2 principalment a títols alts (>1:400), només un 33.5 % dels individus tenen 

anticossos anti-AAV9 detectables, i bàsicament a títols baixos (>1:20) (Boutin, 2010). 

Independentment del serotip, hi ha una seroconversió amb l’edat on els NAbs anti-AAV 
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augmenten progressivament durant la infància i l’adolescència persistint al llarg del 

temps (Calcedo, 2011; Li, 2012). El nostre estudi d’un petit grup d’infants sans i 

afectats per la MPSIIIA va revelar les mateixes tendències anteriors: (i) l’AAV2 va 

presentar uns títols de NAbs més elevats que l’AAV9, i (ii) els títols de NAbs van 

augmentar amb l’edat, on la majoria de nens menors de 6 anys van ser seronegatius. 

Com que l’òrgan diana de la nostra teràpia és el SNC, també es van mesurar els NAbs a 

les mostres de LCR dels mateixos individus. Els resultats van revelar que els títols van 

ser més baixos, o fins i tot indetectables, en comparació amb els valors obtinguts en 

sèrum independentment del serotip analitzat. A més, tots els gossos injectats amb el 

vector viral AAV9 per via IC o ICV també van presentar uns títols de NAbs molt més 

alts a sèrum respecte al LCR, fenomen que també s’ha observat recentment en gats i 

primats no humans (Gray, 2013; Bucher, 2014). Per tant, aquestes dades demostren la 

distribució asimètrica de les immunoglobulines a través de la BHE dels individus sans i 

afectats per la MPSIIIA després de la seva exposició al vector viral. A més, la 

distribució asimètrica dels NAbs en infants afectats indicaria que la BHE és capaç de 

mantenir la majoria d’immunoglobulines fora del SNC, o fins i tot, podria ser que la 

BHE no està alterada a causa de la malaltia, com suggereix algun estudi recent en un 

pacient de la MPSIIIA (Garbuzova-Davis, 2013). 

Finalment, gossos Beagle sans es van preimmunitzar mitjançant una administració 

d’AAV9 no codificant per dissenyar un model animal on es pogués explorar l’impacte 

de la immunitat humoral preexistent. Un mes després de la immunització, els gossos 

van presentar uns títols de NAbs a sèrum de 1:100-1:1000, mentre que els nivells al 

LCR van ser de 1:1-1:3. El model generat va evidenciar la mateixa distribució 

asimètrica dels anticossos neutralitzants presents en humans. En canvi, els títols de 

NAbs assolits a sèrum van ser molt més elevats que els de la majoria de la població 

humana (Boutin, 2010). D’aquesta manera, es va testar l’efecte de la immunitat humoral 

preexistent en el pitjor escenari possible. Després de la immunització, els gossos van 

rebre una administració directa al LCR del vector AAV9 que va provocar un dràstic 

augment dels títols a sèrum, mentre que els títols de NAbs al LCR es van mantenir 

baixos. L’anàlisi de la distribució del vector i l’expressió del transgèn van revelar una 

transducció del 70-95 % del SNC i SNP, mentre que l’expressió a nivell perifèric va ser 

totalment bloquejada pels NAbs anti-AAV de sèrum. A més, aquests resultats es van 

confirmar, posteriorment, amb un altre estudi on els títols baixos de NAbs en primats no 
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humans no causen un efecte inhibitori en la transferència gènica al SNC (Gray, 2013). 

Ambdós resultats van contrastar amb un estudi prèviament publicat en primats no 

humans on la transducció es bloquejava per títols IgG totals >1:200 en sèrum 

(Samaranch, 2012). Tot i això, els nostres resultats van demostrar que l’administració 

intra-LCR de l’AAV9 era possible en presència d’immunitat humoral preexistent. 

Aleshores, els títols baixos de NAbs al LCR en la població pediàtrica, juntament amb 

els resultats del nostre estudi, evidencien la possibilitat de tractament de la majoria de 

pacients MPSIIIA. D’aquesta manera, la nostra teràpia permetria la correcció de la 

patologia neurològica i somàtica causada per la MPSIIIA en pacients seronegatius, com 

també la patologia neurològica en els seropositius per l’AAV9. Aquests últims es 

podrien tractar amb una teràpia combinada: per una banda, l’administració directa al 

LCR de l’AAV9 codificant per la Sgsh pel tractament de la patologia neurològica; i per 

l’altra, l’ERT per via sistèmica pel tractament de la patologia somàtica. 

En resum, en el nostre estudi la transferència directa al LCR del vector AAV9 va 

provocar una reversió de la patologia central i perifèrica a ratolins afectats per la 

MPSIIIA que va liderar una correcció dels dèficits de comportament i una supervivència 

més extensa. L’expressió a llarg termini del gen terapèutic va ser fonamental per 

aconseguir la correcció completa de l’acumulació patològica de GAGs. A més, en 

estadis més avançats de la malaltia també es va assolir la millora de la patologia 

lisosòmica del SNC i teixits perifèrics juntament amb una reducció de la 

neuroinflamació. La translació d’aquests resultats a models animals grans va revelar: (i) 

una àmplia distribució del vector al SNC, SNP, i fetge; (ii) una expressió robusta a llarg 

termini del transgèn específic d’espècie, que se secretava al LCR; i (iii) el mateix patró 

de transducció de l’AAV9 amb l’administració IC o la tècnica usada comunament en la 

neurocirurgia pediàtrica, administració ICV. A més, la immunitat preexistent a títols 

baixos al LCR va permetre una eficient transducció del SNC i SNP, però no als teixits 

somàtics a causa dels alts títols a sèrum. Per tant, aquesta teràpia maximitza la 

distribució del producte terapèutic minimitzant-ne els risc associats a l’administració, i 

permet la correcció de la patologia central i somàtica, i aquest última passa a ser un punt 

important del tractament a causa de la prolongació de la supervivència dels pacients. 

D’aquesta manera, els nostres resultats donen suport a la translació d’aquesta 

aproximació de teràpia gènica pel tractament de la patologia de la MPSIIIA, com també 

d’altres LSD amb afectació, principalment, neurològica. 
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1. L’administració intra-LCR del vector viral AAV9 codificant per la sulfamidasa 

murina (5x1010 vg/ratolí) va permetre la correcció tant de la patologia central 

com perifèrica dels ratolins MPSIIIA tractats a dos mesos d’edat. A més, la 

teràpia també va corregir els dèficits en el comportament i va perllongar la 

supervivència dels ratolins tractats. 

 

2. A llarg termini (>1 any), una única administració intra-LCR va demostrar 

eficàcia terapèutica mantenint la correcció de la patologia neurològica i 

somàtica, i també la millora dels dèficits de comportament. 

 

3. Es va identificar la dosi de 2,32x1010 vg/ratolí de l’AAV9-mSgsh com la dosi 

més baixa amb els mateixos nivells d’eficàcia terapèutica demostrats amb el 

tractament a una dosi de 5x1010 vg/ratolí. 

 
4. El tractament de ratolins MPSIIIA a estadis més avançats de la malaltia (6 

mesos d’edat) amb la nova aproximació terapèutica també va permetre la 

reversió de la patologia a nivell central i perifèric. 

 
5. El vector viral AAV9-GFP administrat directament al LCR de gossos Beagle 

adults va resultar en una àmplia distribució a tot el SNC i SNP, com també en la 

transducció eficient del fetge. 

 
6. L’administració intra-LCR de l’AAV9 codificant pel gen caní de la sulfamidasa 

va resultar en la producció a llarg termini d’alts nivells de sulfamidasa activa al 

LCR. 

 
7. L’administració intracerebroventricular, tècnica utilitzada habitualment en la 

pràctica pediàtrica, per la transferència del vector directament al LCR va 

presentar el mateix patró de distribució de l’AAV9 que la ruta intracisterna, ja 

que va resultar en l’expressió del transgèn al SNC, SNP i a teixits perifèrics, 

especialment el fetge. 
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8. L’estudi dels anticossos neutralitzants contra la càpsida del vector AAV9 va 

demostrar una distribució asimètrica a través de la barrera hematoencefàlica, tant 

als individus sans com en pacients de MPSIIIA. Aquest patró de distribució 

també es va detectar als gossos injectats amb el vector viral AAV9. 

 
9. La immunitat humoral anti-AAV9 va disminuir molt lleugerament l’eficient 

transducció del SNC i SNP després de l’administració de l’AAV9 directament al 

LCR, però va bloquejar completament la transducció dels teixits perifèrics, com 

a conseqüència dels elevats nivells d’anticossos neutralitzants a sèrum. 

 
10. En resum, tots aquests resultats constitueixen la base preclínica per a la 

translació cap a la clínica de l’administració al líquid cefaloraquidi d’AAV9-

sulfamidasa com a tractament per a la MPSIIIA. 
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1. MATERIALS 

 

1.1. Animals 

Els ratolins C57Bl/6 amb una mutació puntual al gen de la sulfamidasa, com a 

model animal del síndrome de Sanfilippo A, es van comprar a The Jackson Laboratory 

(Bar Harbor, Maine, EE.UU.). La colònia es va establir a l’estabulari lliure de patògens 

específics del SER-CBATEG, i es va amplificar a partir de fundadors heterozigots per 

tal d’obtenir ratolins sans i afectats per a la MPSIIIA necessaris pels procediments 

experimentals. Els animals es van alimentar ad libitum amb aigua i una dieta estàndard 

(Teklad Global Diets 2018 S; Harlan Laboratories, Indianapolis, IN, EE.UU.), i es van 

mantenir sota condicions controlades de temperatura i llum (cicles de llum-obscuritat de 

12h). La genotipificació dels ratolins es va dur a terme amb la reacció en cadena de la 

polimerasa (o polymerase chain reaction, PCR) seguida d’una digestió amb l’enzim de 

restricció MspA1I, mètode prèviament descrit per Bhattacharyya et al. (Bhattacharyya, 

2001). 

Els gossos mascles adults sans de raça Beagle es van adquirir a Isoquimen (Sant 

Miquel de Codines, Barcelona, Espanya) i a Marshall BioResources (North Rose, NY, 

EE.UU.). Els animals es van estabular a les gosseres del Servei de Granges i Camps 

Experimentals de la UAB. Els animals van tenir accés a aigua ad libitum, i es van 

alimentar una vegada al dia de forma individualitzada amb 30 g de pinso estàndard per 

Kg de pes corporal (Elite Nutrition o Purina Proplan, Nestlé; Castellbisbal, Barcelona, 

Espanya). L’estat de salut dels animals es va controlar periòdicament mitjançant 

exàmens clínics, hematològics i bioquímics. 

Tots els procediments experimentals van ser aprovats pel Comitè d’Ètica 

d’Experimentació Animal i Humana de la Universitat Autònoma de Barcelona (UAB). 

 

1.2. Soques bacterianes 

Per tal d’obtenir els constructes plasmídics usats a tots els procediments 

experimentals, es va utilitzar la soca bacteriana d’E. Coli XL2blue (Stratagene). Tots els 

plasmidis contenen el gen de la resistència a l’ampicil·lina, el qual va permetre 
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seleccionar-los en el c ultiu ba cterià de medi LB ( Miller’s LB Broth; Laboratorios 

Conda) amb 50 µg/ml d’ampicil·lina (Sigma-Aldrich). Quan les cèl·lules es van f er 

créixer en medi sòlid, es va afegir 2% d’agar al medi LB. 

 

1.3. Anticossos 

Tots els anticossos utilitzats en la tècnica d’immunohistoquímica estan descrits a la 

taula següent: 
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1.4. Plasmidis 

Els plasmidis utilitzats en aquest treball estan descrits a la taula següent: 

 

 

 

El promotor CAG és un promotor híbrid format pel potenciador intermedi/temprà 

del citomegalovirus humà (o human citomegalovirus, CMV), el promotor de la β-actina 

i el primer intró del gen de la β-globina humana, que s’expressa de forma ubicua i 

robusta. El WPRE és una seqüència hepadnavirus que ha estat usada àmpliament com a 

element regulador actuant en cis. Quan el WPRE es troba a la regió 3’ no traduïble del 

mRNA, potencia l’expressió del transgèn incrementant els nivells de mRNA nuclears i 

citoplasmàtics (Zanta-Boussif, 2009). El plasmidi pAAV-CAG-Nul no conté cap gen, i 

es va uti litzar per generar e l vector viral Nul, c om a control de la tècnica 

d’administració IC. L’optimització del gen de la sulfamidasa canina i humana va 

consistir en optimitzar l’ús de codó i la seqüència de nucleòtids específicament per cada 

espècie amb la finalitat d’incrementar la traducció proteica. 
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Les e stratègies utilitzades per c onstruir e ls plasmidis estan resumides a  la taula 

següent: 

 

 

1.5. Reactius 

Tots els reactius de bi ologia molecular es van c omprar a les següents cases 

comercials: R oche (Ro che Dia gnostics Corp., I N, EE.UU.), Invitrogen (ara L ife 

Technologies) (San Di ego, CA, EE.UU.), B io-Rad Laboratories (Hercules, C A, 

EE.UU.), Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE.UU.), Promega Corporation (Madison, WI, 

EE.UU.), Qia gen (H ilden, Ale manya), Fermentas (St. Leon-Rot, Alemanya), Ne w 

England B iolabs ( Ipswich, MA,  EE.U U.), BioColor (Carrickfergus, C ounty Antrim, 

Regne Unit), Mosc erdam Substrates (Oegstgeest, Hola nda), Ena ntia ( Barcelona, 

Espanya), Stratagene ( ara A gilent Technologies, Santa C lara, CA, EE.U U.), 

Laboratorios C onda (T orrejón de Ar doz, Ma drid, Espanya), Merck ( Readington 

Township, NJ , EE.UU.), Panreac Química (Castellar del Vallès, Barcelona, Espanya), 

GeneArt (a ra Life Technologies, S an Diego, CA, EE.UU.), M erial (Duluth, GA, 

EE.UU.), Bayer (Leverkusen, Ge rmany), Aesculap Inc. (Center Valley, PA, EE.UU.); 

Schering-Plough (Kenilworth, NJ, EE.U U.), B . Braun (K ronberg, G ermany), 

Vetoquinol (Alcobendas, Madr id), Mi llipore (B illerica, MA, EE.UU.), Esteve 

(Barcelona, Espanya), Epicentre B iotechnologies Ecogen ( Barcelona, Es panya), S anta 

Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EE.UU.), Molecular P robes (Eugene, OR, EE.UU.), 

Abcam (Cambridge, R egne Unit), Cedarlane ( Burlington, Ontario, Canadà), Novus 

Biologicals (Littleton, CO, EE.UU.) 
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2. MÈTODES 

 

2.1. Preparacions de DNA plasmídic 

Les minipreparacions de DNA plasmídic es van realitzar seguint el protocol de lisi 

alcalina descrit originàriament per Birnboim et. al (Birnboim i Doly, 1979). Per a 

quantitats més grans de DNA plasmídic, es van utilitzar diferents kits comercials com 

l’EndoFree Plasmid Maxi Kit (Promega Corporation) o EndoFree Plasmid Mega Kit 

(Qiagen), per tal d’obtenir un rendiment aproximat de 0,5 o 2,5 mg de DNA, 

respectivament. 

 

2.2. Modificacions del DNA 

 

2.2.1. Digestions del DNA amb enzims de restricció 

Cada enzim de restricció utilitzar per a la construcció dels plasmidis presenta unes 

condicions específiques de pH, temperatura i força iònica per digerir específicament el 

DNA. Per aquest motiu, es van seguir les condicions de digestió indicades pel fabricant 

per cada enzim utilitzat (New England Biolabs, Roche o Fermentas). En general, el 

procediment que es va seguir era el següent: 1 µg de DNA es va digerir amb 1 unitat 

(U) d’enzim durant 1 h amb el tampó específic indicat pel fabricant. Tot seguit, els 

productes de digestió es van analitzar en gel d’agarosa. En el cas que el DNA es va 

digerir amb dos enzims de restricció diferents, les digestions es van realitzar a la 

temperatura i el tampó adequat per tal que ambdós enzims funcionin correctament. Si un 

enzim no funcionava òptimament al tampó més adequat, aquest es va suplementar amb 

més quantitat en funció de la seva eficiència de tall. Per exemple, si un dels dos enzims 

digereix teòricament al 50% de rendiment, es va posar el doble d’enzim (2 U) per 

digerir 1 µg de DNA durant 1 h. 

 

2.2.2. Purificació i resolució del DNA 

El mètode utilitzat per a la separació, identificació i purificació de fragments de 

DNA va ser l’electroforesi en gel d’agarosa. Per a la separació de fragments d’entre 0,5-
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7 Kb, es van utilitzar gels d’agarosa al 1% w/p; mentre que els gels al 2% w/p van 

permetre separar fragments >0,5 Kb. Els gels es van preparar dissolent la proporció 

d’agarosa necessària en el tampó d’electroforesi TAE 1x (Tris-acetate pH 8,3, 40 mM i 

EDTA 1 mM) amb 0,5 µg/µl de bromur d’etidi. Per tal de permetre el dipòsit del DNA 

al fons del pou, les mostres es van carregar al gel amb el tampó de càrrega 1x 

(Fermentas). Seguidament, les mostres es van córrer amb el tampó d’electroforesi TAE 

1x entre 50-90V per permetre la separació de les diferents bandes de DNA. La 

localització dels fragments de DNA es va determinar mitjançant llum ultraviolada de 

baixa longitud d’ona (320 nm) procedent d’un transil·luminador connectat a una càmera 

(Syngene, Synoptics Ltd.; Cambridge, Regne Unit), la qual era capaç de detectar la 

fluorescència del bromur d’etidi intercalat a la doble cadena de DNA. Aquesta tècnica 

va permetre visualitzar fins a 5 ng de DNA. A partir d’aquí, la mida dels diferents 

fragments de DNA separats en el gel d’agarosa es van calcular comparant la seva 

posició relativa al gel respecte a un patró de bandes de DNA conegut, DNA ladder 1Kb 

o DNA ladder 100 bp (Fermentas). 

Per a l’extracció i purificació d’algun fragment d’interès del gel d’agarosa, es van 

retallar les bandes de la mida d’interès i es van processar segons les instruccions del 

fabricant del Gene JETTM Gel Extraction kit (Fermentas). El DNA es va quantificar 

mesurant l’absorbància a 260 nm mitjançant l’espectrofotòmetre NanoDrop ND-1000 

(Termo Fischer Scientific Inc.; Walthman, MA, EE. UU.). 

 

2.2.3. Lligació dels fragments de DNA 

La T4 DNA lligasa de bacteriòfag es va utilitzar per les reaccions de lligació dels 

fragments d’interès (insert i vector) seguint les instruccions del fabricant (New England 

Biolabs). Com que tots els fragments usats presentaven extrems cohesius, la reacció de 

lligació es va dur a terme amb la presència del tampó de lligació suplementat amb ATP 

durant, com a mínim, 10 min a temperatura ambient. 
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2.2.4. Transformació d’E. Coli competents 

El DNA plasmídic es va introduir a dins dels bacteris competents mitjançant el 

procés de transformació. Les cèl·lules E. Coli XL2blue es van transformar per 

electroporació afegint 1 µl de la reacció de lligació de DNA plasmídic a 40 µl de 

cèl·lules (2x1010 cèl·lules/ml), prèviament descongelades en gel. Seguidament, es va 

administrar una descàrrega elèctrica de 2500 V mitjançant un electroporador 

(Eppendorf; Hamburg, Alemanya), i ràpidament es van afegir 200 µl de LB a les 

cèl·lules electroporades per tal de recuperar-se de la descàrrega rebuda. Finalment, es 

van sembrar en plaques de LB amb 50µg/µl ampicil·lina (Sigma), resistència present a 

tots els plasmidis utilitzats en aquest estudi, i es van incubar a 37ºC durant tota la nit. 

 

2.3. Genotipificació de ratolins MPSIIIA 

Els ratolins MPSIIIA presenten una mutació puntual (G91A) que provoca 

l’eliminació de la diana de restricció MspA1I (Bhattacharyya, 2001). D’aquesta manera, 

l’al·lel mutant, present en homozigosis o heterozigosis per a la MPSIIIA, va permetre la 

discriminació del genotip de cada ratolí. 

 

2.3.1. Aïllament de DNA genòmic 

El DNA genòmic es va extreure d’una mostra de cua, d’aproximadament 0,5 cm, 

dels ratolins d’entre 3-4 setmanes d’edat. Les mostres es van digerir durant tota la nit a 

56ºC amb 0,1% w/p de solució de proteïnasa K (Roche) en 750 µl de TESNA (100 mM 

Tris-HCl pH 8,5; 5 mM EDTA pH 8; 0,2 % w/p SDS; 200 mM NaCl). Aquesta 

incubació va permetre la digestió dels teixits per tal d’alliberar el DNA genòmic de 

l’interior de les cèl·lules. El dia següent, es van eliminar les restes de teixits mitjançant 

una centrifugació de 5 minut a 13.200 g, i es van recuperar 700 µl de sobrenedant, el 

qual es van barrejar amb 600 µl d’isopropanol per tal de precipitar el DNA genòmic. 

Després de 20 minuts de centrifugació a 13.200 g, es va descartar el sobrenedant i es va 

deixar assecar l’excés d’isopropanol. Finalment, el DNA precipitat es va rentar amb 

70% v/v d’etanol i es va dissoldre en 1 ml d’aigua milliQ, prèviament escalfada a 65ºC 

per facilitar la solubilització del DNA.  
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2.3.2. Genotipificació per PCR 

Per tal d’amplificar el fragment de 506 bp de la regió que conté la mutació (G91A) 

en el gen de  la sulfamidasa, es va uti litzar el kit comercial GoTaq® DNA Polymerase 

(M300) (Promega Corporation). En un volum total de 15 µl, es van afegir 2 µl de DNA 

tal com descriu la taula següent: 

 

 

 

La P CR e stàndard es va  dur a te rme s eguint les  se güents condicions de temps i 

temperatura: 94ºC durant 2 min per a la desnaturalització inicial del DNA, seguit de 40 

cicles d’amplificació del DNA amb una desnaturalització (15 s a 94ºC), annealing (15 s 

a 60ºC) i elongació (25 s a 72ºC), i una elongació final de 2 min a 72ºC. Les seqüències 

d’oligonucleòtids utilitzats van ser: 

Forward: 5’ CACCTGAGTTTCCTGTGTTCC 3’ 

Reverse: 5’ TCATCCCACTAGCCACTCTCA 3’ 

 

2.3.3. Digestió MspA1I del producte de PCR 

El producte de P CR e s va diger ir directament amb ~3 U d’enzim de restricció 

MspA1I (C(A/C)G▼C(G/T)G) (New England Biolabs) a 37ºC durant 1h 30 min en un 

volum total de 30 µl (descrit a la taula següent). 
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Després de la digestió enzimàtica, es va córrer el DNA en un gel d’agarosa al 2% 

w/p amb 0,5 µg/µl de bromur d’etidi a 90-120 V per permetre la separació i resolució 

dels fragments de DNA. Les bandes esperades per cada genotip van ser les següents: 

 

 

Les bandes en negreta van permetre la discriminació del genotip dels ratolins. 

 

2.4. Producció, purificació i caracterització dels vectors AAVs 

 

2.4.1. Producció i purificació dels AAVs 

Les partícules infe ctives de l vector viral AAV9 es va n generar en cultius de 

cèl·lules HEK -293 c ultivades en Roller Bottl es (RB) mitjançant un pr otocol de  tripl e 

transfecció (Ayuso, 2010b), que implica la utilització de 3 pl asmidis diferents (Figura 

1). Aque st protocol, b asat en la precipitació dels virus mi tjançant PEG i la 

ultracentrifugació amb gradients de CsCl, va permetre l’eliminació de pràcticament tot 

el contingut de càpsides buides, com també la disminució de les impureses proteiques. 

D’aquesta manera, es va augmentar la puresa de la preparació viral final, la qual cosa va 

resultar en uns nivells de transducció in vivo més elevats (Ayuso, 2010a). 
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La cotransfecció de cada RB es va dur a terme en 30 ml de fosfat de calci amb 150 

µg del DNA plasmídic d’interès (amb les seqüències ITRs i la se qüència gènica 

d’interès), juntament amb 150 µg del plasmidi accessori rep2/cap9 (plasmidi 

d’expressió codificant per a les proteïnes de la càpsida proteica de les partícules virals i 

les proteïnes necessàries per a la replicació viral) i 150 µg del plasmidi helper pWEAD 

(plasmidi d’expressió codificant per a les proteïnes adenovirals necessàries). La Dra. 

High de l Children’s Hospital of Philadelphia EE.UU. va c edir generosament e ls 

plasmidis rep2/cap9 i pWEAD. 

 

 

Figura 1 . Repre sentació es quemàtica de la  pro ducció dels  v ectors AAVs recombinants pel 
protocol de triple transfecció. Per a la producció dels AAVs, ambdós ORFs virals (rep i cap) es van 
substituir pel transgèn flanquejat per les senyals d’empaquetament viral (ITRs). Les proteïnes virals 
rep i cap necessàries per a la producció van estar en trans a un plasmidi accessori. Les funcions dels 
virus auxiliars es van obtenir mitjançant la transfecció d’un tercer plasmidi, anomenat plasmidi helper, 
que codificava pels gens ad enovirals necessaris p er a la producció d els AAVs. Adaptat d e Büning, 
2008. 

 

Després de 48 h de la transfecció, es van recollir les cèl·lules i es van centrifugar a 

2.500 g durant 10 min. El medi de cultiu es va guardar a 4ºC. El pellet cel·lular es va 

reconstituir en TMS  (5 0mM Tr isHCl, 150mM Na Cl, 2mM Mg Cl2, pH 8,0) i es va 
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sonicar per tal de lisar les cèl·lules i alliberar els virus del seu interior. El lisat es va 

centrifugar a 2.500 g durant 30 min, i el sobrenedant d’aquesta centrifugació es va 

afegir al medi de cultiu prèviament guardat a 4ºC. A continuació, les partícules virals es 

van precipitar després d’una incubació de 15h en PEG 8000 al 8% (Sigma-Aldrich) a 

4ºC, i la posterior centrifugació a 4.000 g durant 30 min. Aquest nou pellet, que 

contenia els vectors virals tant del medi de cultiu com de les cèl·lules, es va reconstituir 

amb TMS, es va tractar amb benzonasa (Merck) durant 1 h a 37ºC, i finalment es va 

centrifugar a 10.000 g durant 10 min. El sobrenedant resultant es va carregar en tubs de 

37,5 ml Ultra clear (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, EE.UU.) que contenien un 

gradient discontinu de CsCl de densitat 1,5 g/ml (5ml) i 1,3 g/ml (10ml). A continuació, 

es van centrifugar durant 17h a 27.000 rpm en un rotor SW28 (Beckman). Les bandes 

de virus es van recollir mitjançant agulles de 18G i es van transferir a tubs Ultra clear 

de 12,5 ml, que es van enrasar amb CsCl a 1,379 g/ml per tal de generar un gradient 

continu. Aquests tubs es van centrifugar a 38.000 rpm en un rotor SW40Ti (Beckman) 

durant 48h. Finalment, les bandes corresponents a les partícules virals plenes es van 

recollir i dialitzar mitjançant una membrana de 10 KDa (Slide-A-Lyzer; Pierce), i 

posteriorment es van filtrar mitjançant filtres de 0,22 µm (Millipore). 

 

2.4.2. Quantificació de genomes virals per PCR quantitativa (qPCR). 

Els genomes virals de l’AAV9 es van determinar per qPCR, adequant el protocol 

descrit per Lock et. al (Lock, 2010) als vectors utilitzats en aquest estudi. La 

quantificació de cada vector es va fer en paral·lel amb un vector de referència de 

concentració coneguda per garantir la validesa dels resultats. Per no sobreestimar el títol 

de vector viral a causa de la presència de restes de DNA plasmídic procedents de la 

transfecció, es va realitzar un tractament amb DNAsa abans de la quantificació dels 

genomes virals, pel fet que els genomes encapsidats eren capaços de resistir la digestió 

amb DNAsa. Aleshores, es van afegir 5 µl de cada preparació de vector viral a 5 µl de 

tampó DNAsa 10x (130mM Tris-HCl, 50mM MgCl2, 1,2mM CaCl2, pH: 7,5), 1 µl de 

DNAsa (10 U/ µl) i 36 µl d’aigua milliQ. La digestió es va incubar durant 60 min a 

37ºC. Després de la digestió, les mostres es van diluir (~10-3 - 10-6) per tal d’obtenir un 

valor d’amplificació dins del rang de la recta estàndard. La recta estàndard era un 

plasmidi linealitzat de concentració coneguda que es va diluir entre 103 -108 còpies/µl.   
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En un volum final de 10 µl, es va dur a terme la reacció de qPCR TaqMan, tal com 

es descriu a la taula següent: 

 
 

La reacció de qPCR TaqMan es va dur a terme a les següents condicions de temps i 

temperatura: en pr imer ll oc, la incubació inicial de  10 mi n a  95º C va pe rmetre 

l’activació de la polimerasa i la desnaturalització de les càpsides virals per tal d’alliberar 

els genomes vira ls; en s egon ll oc, les 40 rondes d’amplificació van pe rmetre la 

desnaturalització del DNA durant 30 s a 95ºC, i l’annealing i elongació de la cadena de 

DNA durant 30s a 60ºC. Les seqüències d’oligonucleòtids utilitzats en la quantificació 

dels genomes virals de les preparacions virals d’AAVs van hibridar a la zona comuna de 

la regió poliA (regió de l’intró de la β-globina), i van ser els següents: 

Forward: CTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAAT 

Reverse: GGAGAGGAGGAAAAATCTGGCTAG 

Sonda: 6FAM- CCGAGTGAGAGACACAAAAAATTCCAACAC -BHQ1 

 

El títol de la preparació viral es va calcular després de tres rondes de quantificació 

realitzades en tres dies diferents:  
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2.4.3. Quantificació de partícules virals per tinció de plata 

L’anàlisi de les preparacions virals per electroforesi de proteïnes SDS-PAGE i la 

posterior tinció amb nitrat de plata va permetre la quantificació de les càpsides virals. 

La comparació del títol de genomes virals obtingut per tinció de plata amb el de qPCR 

(veure apartat 2.4.2) va permetre calcular el percentatge de càpsides buides de cada 

preparació (relació: partícules virals / genomes virals). A més, aquest mètode va 

peremtre visualitzar el grau de contaminació per part de les proteïnes no virals, que 

podrien afectar a l’eficiència de la transducció in vivo (Ayuso, 2010a). 

Breument, el volum apropiat del vector d’interès, el vector de referència (control 

utilitzat també en la quantificació de qPCR, veure apartat 2.4.2) i diferents dilucions del 

vector K208 (de concentració coneguda i utilitzat com a recta estàndard), es van barrejar 

amb el tampó 4x Novex® Tris-Glycine LDS Sample Buffer (Invitrogen) i 10x NuPAGE 

Sample Reducing Agent (Invitrogen) fins a un volum final de 20 µl. Després de 5 minuts 

d’ebullició, les mostres es van carregar en un gel del 10% Bis-Tris 1,5mm 15 pous 

(Invitrogen) i es van córrer a 120 V durant 2 h. Les proteïnes del gel es van fixar amb 

una barreja d’aigua milliQ/etanol/àcid acètic. A continuació, el gel es va sensibilitzar 

amb una barreja de Na2S2O3/acetat de sodi/etanol/aigua milliQ. Posteriorment, el gel es 

va tenyir amb nitrat de plata i, finalment, les bandes es van revelar fent servir una 

barreja de Na2CO3 /Formaldehid/aigua milliQ. El títol de partícules virals es va obtenir 

per densitometria, a partir de la intensitat de la VP3 de les diferents dilucions del vector 

K208 utilitzat com a recta estàndard (Figura 2).  
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Figura 2. Imatge representativa de la quantificació de les partícules virals per tinció de 
plata del vector viral AAV9-cSgsh.  

 

Les partícules virals de cada preparació viral estan resumides a la taula següent:  

 

 
  



  Materials i mètodes 

 
-182- 

 

2.5. Administració in vivo del vector AAV9 

 

2.5.1. Administració intracisternal en ratolins 

Abans de l’administració intracisternal del vector AAV9, els ratolins es van 

anestesiar amb una injecció intraperitoneal de Ketamina (100 mg/Kg) (Merial) i 

Xilazina (10 mg/Kg) (Bayer). Una vegada anestesiats, es va rasurar la part posterior del 

cap, just per sota les orelles fins aproximadament entre les escàpules, i es va realitzar 

una incisió rostro-caudal de 2 mm. Els ratolins es van col·locar en posició decúbit supí, 

amb el cap lleugerament inclinat cap avall tot exposant la regió entre l’os occipital del 

crani i la vèrtebra C1, i es va introduir una agulla de 34G unida a una xeringa Hamilton 

(Hamilton Company; Reno, NE, EE.UU.) amb un angle de 45º a 55º a dins la cisterna 

magna. A continuació, es van administrar 5 µl de la dilució apropiada del vector viral. 

Com que el SNC és el compartiment diana principal del vector, es va administrar la 

mateixa dosi de genomes virals a tots els ratolins, independentment del sexe o pes 

corporal. Després de l’administració del vector viral, es va retira l’agulla de la cisterna 

magna i es va tancar la incisió amb adhesiu tissular Histoacryl® (Aesculap Inc.) 

 

2.5.2. Administració intracisternal en gossos 

L’administració intracisternal en gossos es va realitzar amb un procediment 

experimental diferent al documentat prèviament en ratolins. Inicialment, es van 

premedicar els gossos amb l’administració intramuscular de Buprenorfina (0,02 mg/Kg) 

(Buprex®, Schering-Plough). Aproximadament trenta minuts més tard, es va dur a terme 

la inducció anestèsica mitjançant l’administració intravenosa de 4 mg/Kg de Propofol 

(PropoVet; B. Braun) i 0,5 mg/Kg de Diazepam (Valium, Roche). Després de la 

intubació endotraqueal, es va mantenir l’anestèsia per inhalació d’isofluorà al 2% 

(IsoVet; B. Braun) en 100% d’oxigen. A continuació, es va rasurar la zona posterior del 

crani, es va desinfectar amb la solució antisèptica i es va col·locar el gos en posició 

decúbit lateral amb el cap formant un angle de 90º respecte al cos. Seguidament, es va 

introduir una agulla de 22G a dins la cisterna magna, entre l’os occipital i la vèrtebra 

C1, que es va connectar a una xeringa unida a un catèter de fluid amb una clau de 3 vies 

(Discofix®, B. Braun) per tal d’enviar 1 ml de la solució viral, diluïda a la dosi 
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apropiada. La velocitat d’infusió de la solució viral va ser ràpida (bolus, <15 s), o lenta 

(10 min) per mitjà d’una bomba d’infusió (Harvard Apparatus, Holliston, MA, EE.UU.) 

que administrava el vector a una velocitat de 100 µl/min. Durant tot el procediment 

quirúrgic, es va monitoritzar la temperatura, la freqüència respiratòria i cardíaca, 

capnografia, la pressió arterial, el pols i l’electrocardiograma mitjançant un monitor 

veterinari multifuncional de les funcions vitals (VetCare, B. Braun). 

 

2.5.3. Administració intracerebroventricular en gossos 

Per a la injecció intracerebroventricular, els gossos es van premedicar i anestesiar 

tal com s’ha descrit a l’apartat 2.5.2.. Un cop anestesiats, es va practicar una ressonància 

magnètica d’imatge prequirúrgica per tal d’establir les coordenades del ventricle lateral 

de cada gos. Seguidament, es van traslladar els animals al quiròfan per tal de realitzar la 

l’administració intracerebroventricular. Es va rasurar i desinfectar la zona del crani, i es 

va perforar l’os parietal a les coordenades indicades per la ressonància magnètica 

nuclear. Per mitjà d’un sistema de neuronavegador basat en imatge (Stealthstation 

AxiEM; Medtronic, Minneapolis, MN, EE.UU.), es va guiar el catèter de Teflon de 2.5 

mm de diàmetre cap a l’interior del ventricle lateral, a través del petit forat realitzat a 

l’os parietal. A continuació, es va realitzar una extracció de LCR a través del catèter, on 

a continuació s’hi va connectar una xeringa amb 1 ml de la solució viral, diluïda a la 

dosi apropiada, administrada en bolus (>15 s). Posteriorment, es va administrar un 

volum de solució salina per tal de netejar i eliminar les restes de solució viral presents al 

catèter. Durant tot el procediment quirúrgic, es va monitoritzar la temperatura, la 

freqüència respiratòria i cardíaca, la capnografia, la pressió arterial, el pols i 

l’electrocardiograma mitjançant un monitor veterinari multifuncional de les funcions 

vitals (VetCare, B. Braun). 

 

2.5.4. Administració intravenosa en gossos 

El procediment d’immunització dels gossos es va dur a terme mitjançant 

l’administració intravenosa del vector viral AAV9-Nul a través de la vena cefàlica, sota 

els efectes de sedació. La zona de l’avantbraç es va rasurar i, seguidament, es va 
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desinfectar amb etanol 70% i una solució antisèptica. A continuació, es va administrar 

la preparació viral, diluïda a la dosi apropiada, a través de la vena cefàlica utilitzant una 

xeringa de 2 ml connectada a un tub amb una clau de 3 vies (Discofix®, B. Braun). 

 

2.6. Prova de camp obert (o Open Field Test) 

La prova de camp obert es va dur a terme en ratolins de 6 o 10 mesos d’edat entre 

les 9h del matí i les 14h del migdia. Els animals es van col·locar al centre de l’arena (41 

x 41 x 30 cm), delimitada per 2 marcs de feixos emissors d’infraroigs col·locats un 

sobre l’altre (LE 8811; Panlab, Cornellà, Barcelona, Espanya), els quals van ser 

connectats a un sistema de vídeo-càmera capaç d’enregistrar tots els moviments dels 

animals. L’activitat exploratòria i motora dels ratolins es va avaluar durant els 3 primers 

minuts de test. El número total de rearings es va enregistrar pel trencament dels feixos 

de llum infraroig, i es va processar posteriorment amb el programa SedaCom 32 

(Panlab). El número total de línies creuades i la distància total recorreguda es va 

analitzar amb el programa Smart Junior o Smart v3.0 (Panlab), el qual va permetre el 

processament de les imatges captades pel sistema de vídeo seguiment. Per tal de 

realitzar aquest últim anàlisi dels moviments dels animals, es van delimitar tres àrees 

quadrades concèntriques a dins de l’arena: centre (14 x 14 cm), perifèria (27 x 27 cm) i 

vora (41 x 41 cm).  

 

2.7. Obtenció de mostres de sèrum i LCR in vivo 

 

2.7.1. Obtenció de mostres de sèrum de ratolins 

Després de l’administració intracisternal als ratolins, es van extreure periòdicament 

mostres de sang de la cua de l’animal. El mètode utilitzat va consistir en tallar un petit 

fragment de cua i recollir ~200-300 µl de sang en un capil·lar. La sang es va mantenir 

en fred fins al moment de la centrifugació a 12.000 g durant 10 min. Finalment, es va 

recuperar el sèrum i es va guardar al congelador -80ºC fins al dia de processament de les 

mostres. 
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2.7.2. Obtenció de mostres de sèrum de gossos 

Previ a qualsevol procediment experimental amb gossos, es va recollir 10 ml de 

sang de la vena cefàlica o la jugular sota els efectes de l’anestèsia (procediment 

anestèsic descrit a l’apartat 2.5.2.). La sang extreta es va transferir a tubs amb heparina 

o EDTA, actuant com a anticoagulants, fins a la posterior determinació bioquímica i 

hematològica corresponent. Per altra banda, la sang també es va mantenir en tubs 

eppendorfs, i es va centrifugar a 12.000 g durant 10 min per tal de recuperar el sèrum 

per a anàlisis posteriors. 

 

2.7.3. Obtenció de mostres de LCR de gossos 

Previ a qualsevol procediment experimental amb gossos, es van recollir 

aproximadament 2 ml de LCR a través d’una punció directa a la cisterna magna. Abans 

de l’extracció de LCR, els gossos es van premedicar i anestesiar tal com es descriu a 

l’apartat 2.5.2. de Materials i mètodes. Després de rasurar i desinfectar la zona posterior 

del crani, es va introduir una agulla de 22G a la cisterna magna i es va recollir el 

degoteig de LCR en tubs eppendorfs. Previ a l’administració intracerebroventricular, 

se’ls va recollir el LCR mitjançant el degoteig natural del LCR des del ventricle lateral 

cap a l’exterior a través del catèter de Teflon de 2,5 mm de diàmetre. Les mostres de 

LCR es van guardar al congelador -80ºC fins al dia del seu anàlisi. 

 

2.8. Determinació de paràmetres bioquímics i hematològics 

La determinació de paràmetres bioquímics i hematològics en plasma i LCR de 

gossos es va dur a terme al Servei d’Hematologia i al Servei de Bioquímica Clínica 

Veterinària de la UAB. La determinació de cèl·lules blanques al LCR es va realitzar al 

Servei de Neurologia i Neurocirurgia de l’Hospital Clínic Veterinari.  
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2.9. Obtenció de mostres biològiques postmortem 

 

2.9.1. Obtenció de mostres biològiques postmortem de ratolins 

Per a l’extracció de mostres biològiques de ratolins, els animals es van anestesiar 

amb una inj ecció intraperitoneal de  Ketamina ( 100 mg/Kg) (Merial) i Xilazina (10 

mg/Kg) ( Bayer). Seguidament, es va  obtenir s ang pe r punció c ardíaca del ve ntricle 

esquerre. I mmediatament, els ra tolins es va n perfondre amb 10 ml  de  P BS pe r tal 

d’eliminar la sang dels vasos sanguinis, i conseqüentment, la sulfamidasa circulant que 

podria interferir en la futura mesura d’activitat de cervell i fetge. A continuació, es va 

procedir a la diss ecció dels teix its d’interès dels a nimals. En el c as del c ervell, es va  

dividir longitudinalment en dues regions (dreta i esquerra), i cada una de les seccions es 

va subdividir en 5 regions coronals més, essent la secció I la més frontal i la secció V la 

més caudal (Figura 3). Tots els teixits es van mantenir al congelador -80ºC fins al dia de 

processament de  most res, i una p art de cada tei xit e s va guardar durant tot a la nit en 

paraformaldehid al 2% per tal de realitzar la inclusió en blocs de parafina. 

 

 

Figura 3. Subdivisió del cervell murí en diferents parts per a posteriors determinacions analítiques. 
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2.9.2. Obtenció de mostres biològiques postmortem de gossos 

Per a l’extracció de mostres de teixits dels gossos utilitzats en aquest estudi, els 

animals van ser premedicats amb 0,02 mg/kg de Buprenorfina (0.02 mg/Kg) (Buprex®, 

Schering-Plough). Trenta minuts més tard, es va rasurar i desinfectar la pota esquerre de 

l’animal amb una solució antisèptica per tal de col·locar un catèter a la vena cefàlica. A 

continuació, es va administrar 100 mg/kg de Pentobarbital (Dolethal®, Vetoquinol) per 

tal de procedir a l’eutanàsia de l’animal. Finalment, es va realitzar la dissecció dels 

teixits d’interès, els quals es van guardar durant tota la nit en paraformaldehid al 2%, 

per a la posterior inclusió en blocs de parafina, o es van mantenir al congelador -80ºC 

fins al dia de processament de mostres. 

 

2.10. Quantificació de proteïna pel mètode de Bradford 

L’assaig de proteïna de Bradford és un procediment analític espectroscòpic utilitzat 

per a la quantificació del contingut proteic d’una mostra. Aquest mètode es basa en el 

canvi de color del Coomassie brilliant blue després de formar complexes amb proteïnes. 

Aquest canvi de color provoca un canvi del punt d’absorbància màxim de 495 nm cap a 

595 nm. 

Per tal d’obtenir extractes proteics, les diferents seccions del cervell o ~50 mg de 

fetge es van homogeneïtzar en 250-500 µl d’aigua milliQ mitjançant un sonicador a 30-

40 V (Ultrasonic Processor, Sonics & Materials Inc., CT, EE.UU.). Les restes cel·lulars 

presents a l’extracte proteic es van eliminar per centrifugació a 12.000 g durant 10 

minuts a 4ºC. En primer lloc, els extractes proteics es van diluir apropiadament en 800 

µl d’aigua milliQ i es van afegir 200 µl del reactiu de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, 

Bio-Rad). El mateix tipus de preparació es va dur a terme amb diferents quantitats (0-20 

µg) de BSA per tal d’obtenir la recta patró per a l’extrapolació de la quantitat de 

proteïna. Després d’afegir el reactiu de Bradford, les mostres es van agitar vigorosament 

i es van incubar durant 5 minuts a temperatura ambient. Finalment, 200 µl de la mescla 

es van transferir a una placa transparent de 96 pous i es va realitzar la mesura de 

l’absorbància a 595 nm mitjançant l’espectrofotòmetre Power wave HT microplate 

(Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.)  
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2.11. Determinació d’activitat sulfamidasa 

La determinació d’activitat sulfamidasa es va dur a terme en extractes de teixit 

utilitzant un protocol basat en dues incubacions i un substrat fluorogènic derivat de la 

metilumbelliferona anomenat 4M-alpha-N-sulpho-D-glucosaminide (4-MU-αGlcNS), 

seguint les instruccions del fabricant (Moscerdam Substrates o Enantia) (Karpova, 

1996). 

Breument, el primer pas del protocol va consistir en una incubació de 17h a 47ºC de 

30 µg de l’extracte proteic o 10 µl de sèrum o LCR amb 10 µl de 4-MU-αGlcNS (10 

mM) i 10 µl d’inhibidor de proteases (Complete EDTA-free®, Roche), on 1 pastilla de 

Complete EDTA-free® es va dissoldre en 25 ml de tampó substrat (Na-barbital / Na-

acetate buffer + 0,7% NaCl, pH 6,5 + 0,02 % (w/p) Na-azida). Per tal d’evitar 

l’evaporació, les mostres es van preparar en tubs de PCR de 200µl de volum final. 

L’objectiu principal del primer pas era l’eliminació del grup sulfat del substrat 

fluorogènic per part de la sulfamidasa present a l’extracte proteic. Com a blanc de la 

reacció enzimàtica, es va utilitzar BSA 0,2% inactivat tal com indicaven les instruccions 

del fabricant (Moscerdam Substrates). Transcorregudes les 17h, es va aturar la primera 

reacció enzimàtica mitjançant l’addició de 6 µl de tampó fosfat / citrat (0,4 M Na-fosfat 

/ 0,2 M tampó citrat, pH 6,7). Per a la segona reacció d’incubació, es va afegir 10 µl 

d’una solució d’α-glucosidasa de 10 U/ml BSA 0,2 % (Sigma-Aldrich) per tal de 

permetre l’alliberació del compost fluorescent 4-MU procedent del substrat desulfatat. 

Aquesta segona incubació, es va realitzar durant 24 h a 37ºC. A continuació, la reacció 

enzimàtica es va aturar mitjançant l’addició de 200 µl de tampó d’aturada (0,5M 

NaHCO3 / 0,5M Na2CO3, pH 10,7, 0,025 % Tritó X-100). Finalment, es va llegir la 

fluorescència emesa en una placa negre de 96 pous en el fluorímetre FLx800 (Bio-Tek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, EE.UU.) utilitzant el filtre d’excitació de 360/40 nm i 

el filtre d’emissió de 460/40 nm. La quantificació d’activitat sulfamidasa de les mostres 

es va calcular per extrapolació de la fluorescència detectada a una recta patró formada 

per dilucions seriades de 4MU (la dilució inicial era 3 mg/ml). Totes les mostres d’un 

mateix experiment es van processar en paral·lel. 
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2.12. Quantificació del contingut de GAGs 

Per a la quantificació del contingut de GAGs, es va utilitzar el kit comercial 

Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay (Biocolor Life Science Assay), seguint les 

instruccions del fabricant. Aquest mètode es basa en la unió específica del colorant 1,9-

dimethylmethylene blue (DMB) amb els GAGs sulfatas. Breument, 50-100 mg de teixit 

es van digerir durant tota la nit a 56ºC en 800 µl de tampó fosfat (KH2PO4 / K2HPO4 

100 mM, pH 8) amb proteïnasa K (50 µg/ml). Després de 10 minuts a 90ºC per a la 

inactivació de la proteïnasa K, els extractes es van centrifugar a 10.000 g durant 10 

minuts per eliminar les restes cel·lulars. Tot seguit, els extractes es van clarificar per 

centrifugació i filtració (Ultrafree MC; Millipore) a 12.000 g durant 5 minuts. La 

dilució apropiada dels extractes filtrats es va mesclar amb 1 ml del reactiu colorant Dye 

Reagent (Biocolor), i es va incubar a temperatura ambient durant 30 min amb agitació 

per tal de permetre la unió del colorant amb els GAGs filtrats. Les mostres es van 

centrifugar a 12.000 g durant 10 min per tal d’obtenir el pellet de Dye Reagent-GAG. 

Tot seguit, es va resuspendre el pellet amb el Dye Dissociation Reagent (Biocolor) 

durant 15 min en agitació, per tal de facilitar la dissociació dels complexes Dye 

Reagent-GAG formats. Finalment, es va llegir l’absorbància a 656 nm en una placa 

transparent de 96 pous a l’espectrofotòmetre Power wave HT microplate (Bio-Tek 

Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.). La quantificació de GAGs es va calcular a 

partir de l’extrapolació dels valors d’absorbància obtinguts a 656 nm amb els valors de 

la recta patró realitzada amb dilucions seriades del Glycosaminoglycan Standard 

(Biocolor). Tots els resultats es van normalitzar per pes de teixit. A més, totes les 

mostres de cada teixit del mateix experiment es van analitzar i processar en paral·lel. 

 

2.13. Immunohistoquímica en seccions de teixits 

Tots els teixits dels diferents grups experimentals es van fixar durant 12-24h en 

paraformaldehid al 2%, es van incloure en blocs de parafina i es van realitzar les 

seccions amb un micròtom LEICA RM2135 (Leica Biosystems, Barcelona, Espanya) 

per realitzar les immunohistoquímiques. Les seccions de teixit es van desparafinitzar i 

incubar durant tota la nit a 4ºC amb l’anticòs primari corresponent per a la detecció de 

la proteïna d’interès (veure el llistat d’anticossos de la secció 1.3). A continuació, les 

seccions es van rentar 3 vegades amb PBS durant 5 min i es van incubar amb l’anticòs 
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secundari corresponent durant una hora a temperatura ambient. Per a les 

immunohistoquímiques dobles, es va realitzar el mateix procediment anterior per a cada 

anticòs primari. Les seccions en camp clar es van tenyir amb 3.3-diaminobenzidina 

(Sigma-Aldrich), i es van contrastar amb hematoxilina (Merck). Les imatges de les 

seccions en camp clar es van obtenir mitjançant un microscopi òptic Eclipse E800 

(Nikon Instruments Inc., Tokio, Japó). Per a la detecció de la immunofluorescència, les 

seccions es van incubar amb l’anticòs secundari conjugat amb un fluorocrom, com 

l’Alexa 488 conjugat amb estreptavidina (Molecular Probes) o l’Alexa 568 conjugat 

amb estreptavidina (Molecular Probes), durant 1h a temperatura ambient. Els nuclis es 

van contrastar amb Hoescht (Sigma), i les imatges es van obtenir amb un microscopi 

confocal (Leica Microsystems). 

 

2.14. Anàlisi morfomètric 

La senyal positiva de les immunohistoquímiques de seccions del cervell contra 

LIMP2, GFAP i BSI-B4 de ratolins es va quantificar en 3-5 imatges representatives 

(ampliació 20x) per cada regió del cervell de cada animal. La quantificació de la senyal 

positiva de les immunohistoquímiques de seccions del cervell contra GFP de gossos es 

va quantificar en 2 imatges representatives (ampliació 10x) per cada àrea de cada 

animal. En tots els casos es va utilitzar el programa NIS Elements Advanced Research 

2.20 Software, amb el qual es va establir i mantenir el mateix llindar per a cada 

quantificació. El percentatge d’àrea positiva es va calcular com l’àrea amb senyal 

positiu (píxels) respecte el total de l’àrea de la imatge. 

La quantificació del número d’hepatòcits transduïts dels gossos es va realitzar 

comptant el número de cèl·lules GFP positives respecte el número d’hepatòcits totals en 

50 imatge (ampliació 20x). Dos observadors independents van realitzar el mateix 

comptatge obtenint un percentatge de transducció similar. La quantificació del 

percentatge de neurones LIMP2+ es va realitzar mitjançant la quantificació del número 

de cèl·lules doble positives pel marcador lisosòmic, LIMP2, i el marcador de neurones, 

NeuN, respecte el número total de cèl·lules LIMP2+ en 20 imatges del còrtex cerebral 

(ampliació 40x). En ambdós casos, també es va utilitzar el programa NIS Elements 

Advanced Research 2.20 Software.  
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2.15. Microscòpia electrònica de transmissió 

Els ratolins es van sacrificar amb una sobredosi d’anestèsia, isofluorà inhalat 

(Isofluo, Esteve) i seguidament es van fixar per perfusió via vena cava inferior amb 1 ml 

de glutaraldehid al 2,5 % i amb una solució de paraformaldehid al 2% en tampó fosfat 

0,1 M. El còrtex cerebral prefrontal i el lòbul lateral del fetge es van disseccionar en 

petites porcions (aproximadament 1 mm3) i es van incubar durant 2h a 4ºC. Després de 

la incubació, els espècimens es van rentar quatre vegades en tampó fosfat 0,1 M durant 

10 min a 4ºC, i seguidament, es van fixar en 1% de tetròxid d’osmi i 0,8% de 

ferrocianur de potassi en tampó fosfat durant 1h a 4ºC. Seguidament, es van realitzar 4 

rentats amb aigua milliQ durant 10 minuts a 4ºC, i es van deshidratar gradualment a 

través de solucions seriades d’etanol a 4ºC. Les seccions es van fixar a 4ºC en resina 

epoxídica durant 48-72 h a 60ºC. A partir d’aquí, es van obtenir els talls semifins (500 

nm) dels blocs de resina que es van tenyir amb blau de metilè (0,5% en una solució 

aquosa) durant 10 segons a 60ºC. Finalment, es van obtenir les seccions ultrafines (65 

nm) mitjançant un ultramicròtom Leica UM EC60, es van muntar a una reixeta i es van 

contrastar amb acetat d’uranil aquós durant 30 minuts i amb citrat de plom durant 10 

minuts més. Les reixetes es van examinar al microscopi electrònic de transmissió 

Hitachi H-700 (Hitachi, Tokio, Japó). 

 

2.16. Extracció i quantificació de còpies de genomes virals per qPCR 

 

2.16.1. Extracció de genomes virals dels teixits 

L’extracció del DNA total es va realitzar mitjançant el kit comercial MasterPureTM 

DNA Purification Kit (Epicentre), seguint les instruccions del fabricant. Aquest mètode 

es basa en la precipitació per sals per aconseguir una eficient purificació del DNA total 

de mostres biològiques. 
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2.16.2. Quantificació del nombre de còpies de genomes virals 

El número de còpies de genomes virals es va determinar en 20 o  100 n g de DNA 

total procedent d e diferents teixits de gossos per extrapolació d’una recta pa tró de 

referència, generada a partir de dilucions seriades d’un plasmidi linealitzat. 

 

2.16.2.1. Generació de la recta patró de referència 

La recta patró es va generar a partir del DNA plasmídic pAAV-CAG-GFP-WPRE 

linealitzat. Mitjançant la concentració coneguda de  plasmidi i el nombre de parells de 

bases d el constructe (7,7 Kb ) es va obtenir  el nombre de  c òpies de l tr ansgèn p er l. 

Aquest DNA plasmídic es va diluir de forma seriada de manera que es va obtenir una 

recta pa tró de dilucions logarítmiques 107 : 10 6 : 10 5 : 10 4 : 10 3 : 10 2  còpies de l 

transgèn/ l. A cada reacció de PCR es va combinar el DNA plasmídic amb 20 ng de  

DNA genòmic total irrellevant (sense el gen d’interès utilitzat per quantificar les còpies 

de genomes virals) de gos amb la finalitat d’igualar les condicions de PCR entre la recta 

patró i el DNA genòmic dels ratolins. 

 

2.16.2.2. Quantificació del nombre de còpies de genomes virals per qPCR 

Un cop es va generar la recta patró, es van diluir les mostres fins a 20 o 1 00 ng de 

DNA total per tal de realitzar la qPCR necessària pel càlcul del nombre de còpies de  

genomes virals. En un volum final de 20 µl, es va dur a terme la reacció de qPCR (Light 

Cycler® Probe Master, Roche) descrita a continuació: 
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La reacció de qPCR va consistir en una desnaturalització inicial de 5 minuts a 95ºC, 

seguit de 45 cicles de 4 etapes: desnaturalització (10 segons a 95ºC), annealing (10 

segons a 60ºC), amplificació (10 segons a 72ºC). 

La seqüència dels oligonucleòtids i la sonda específics pel WPRE del vector viral 

AAV9-CAG-GFP-WPRE utilitzats van ser els següents: 

Forward, 5’-CGGCTGTTGGGCACTGA-3′ 

Reverse, 5′-GGAAGGTCCGTCGAATTGA-3′ 

Sonda: 5′-ATGGCTGCTC GCCTGTGTTGCC-3′ 

 

Els valors finals de còpies de genomes virals es van calcular a partir dels valors 

obtinguts de la qPCR per extrapolació de la recta patró generada normalitzant-ho per 

genoma diploide, és a dir, 20 ng de DNA genòmic corresponen a 3115.26 genomes 

diplodes de ratolí.  

 

2.17. Anàlisi d’expressió de mRNA 

 

2.17.1. Aïllament de RNA Total 

L’aïllament de RNA total es va dur a terme mitjançant la homogeneïtzació de 

mostres congelades en TriPure Isolation Reagent (Roche) amb un politró. L’extracció 

del RNA es basa en una extracció de fenol-cloroform de teixits homogeneïtzats 

utilitzant la tiocianat guanidina com a inhibidor de la ribonucleasa. La fracció 

corresponent al RNA es va extreure mitjançant l’addició de 0,3 ml de cloroform, i 

seguidament es van utilitzar les columnes d’adsorció per a la purificació del RNA, 

RNeasy Mini Kit (Qiagen), seguint les instruccions del fabricant. Totes les mostres es 

van tractar amb DNasa I directament a la columna amb el kit comercial RNase-Free 

DNase Set (Qiagen), seguint les instruccions del fabricant. Després de realitzar un rentat 

a la columna amb el tampó corresponent, es va eluir el RNA total per mitjà de l’addició 

de 35 µl d’aigua destil·lada lliure de RNasa. Finalment, la concentració de les mostres 

de RNA es va determinar per la mesura de l’absorbància a 260 nm utilitzant 
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l’espectrofotòmetre NanoDrop ND-1000 (Termo Fischer Scientific Inc.; Walthman, 

MA, EE. UU.). 

 

2.17.2. Síntesi de cDNA 

Un µg de RNA total es va retrotranscriure a una cadena de cDNA utilitzant el 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche), seguint les instruccions del 

fabricant. Es van utilitzar oligonucleòtids Oligo-dT i hexàmers aleatoris per a 

l’amplificació del cDNA amb la presència de Protector RNase Inhibitor, present al kit 

comercial (Roche). 

 

2.17.3. Quantificació de l’expressió de mRNA per qPCR 

Després de la retrotranscripció, el cDNA de les mostres es va diluir 1/10 per tal de 

dur a terme la qPCR. La qPCR es va dur a terme utilitzant el Light Cycler® Probe 

Master (Roche) seguint les instruccions del fabricant (veure apartat 2.16.2.2. de 

Materials i Mètodes).  

Per a la detecció de l’expressió del mRNA de la GFP es van utilitzar els següents 

oligonucleòtids específics: 

Forward: 5′-AGCTGGACGGCGACGTAA-3′ 

Reverse: 5′-GTGCAGATGAACTTCAGGGTCA-3′ 

Sonda: 5′-CGTGTCCGGCGAGGGCGA-3′ 

 

La qPCR quantitativa es va dur a terme utilitzant el Light Cycler® 480 SybrGreen I 

Master (Roche), seguint les instruccions del fabricant. 
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Per a la detecció de l’expressió del mRNA de la hSgsh, es van utilitzar els següents 

oligonucleòtids específics, que van permetre diferenciar entre la sulfamidasa humana i 

la sulfamidasa canina pròpia de l’animal: 

Forward: 5′-AGCTGCAGCCCTAGCAGAG-3′ 

Reverse: 5′-GCCGTACATGCCATTCTGAT-3′ 

 

Els re sultats obtinguts per a l’avaluació de l’expressió del mR NA d’ambdós 

constructes es van normalitzar amb l’expressió del gen del gos RPLP0: 

Forward: 5′-GCTGCTGGCCAATAAGGTT-3′ 

Reverse: 5′-GGGCTGGCACAGTGACTT-3′.  

 

2.18. Determinació d’anticossos neutralitzants. 

Els títols d’anti-AAV2 i anti-AAV9 presents en les mostres humanes i de gossos de 

sèrum i LCR es van determinar amb un assaig de neutralització in vitro, tal c om es va 

descriure prèviament (Manno, 2006) . Durant l’assaig, es va utilitzar un vector self-

complementary que expressava el gen marcador de la Renilla Luciferasa sota el control 

del promotor de la β-actina de  poll astre. P er tal d’incrementar l’eficiència de 

transducció de l ve ctor AAV in v itro, es van utilitzar les c èl·lules 2V6.11 (ATCC, 

Manassas, VA, EEUU), les quals expressaven el gen adenoviral E4 sota el control d’un 

promotor induïble. Les cèl·lules es van sembrar en plaques de 96 pous a una densitat de 

1,25x104 cèl·lules/pou, on es va afegir una dilució 1:1000 de Ponasterona A (Invitrogen) 

per tal d’induir l’expressió del gen adenoviral E4. El dia de l’assaig, dilucions seriades 

de sèrum o LCR, inactivats per calor, es van barrejar amb el medi que contenia el vector 

viral AAV2 o AAV9, en funció del test de neutralització. L’activitat residual de l’enzim 

Luciferasa es va mesur ar per lum inometria. El títol d’anticossos neutralitzants anti-
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AAV2 o anti-AAV9 es va expressar com la dilució de sèrum o LCR capaç de reduir a la 

meitat l’activitat Luciferasa, és a dir, inhibir el 50% de transducció cel·lular per part dels 

AAVs. 

 

2.19. Anàlisi estadística 

Tots els valors es van expressar com a mitjana ± SEM (Standard Error of the 

Mean). Les comparacions estadístiques es van dur a terme utilitzant l’anàlisi de 

variància (ANOVA) i les comparacions múltiples entre els grup control i els diferents 

grups experimentals es van realitzar amb el posttest Dunnet. La significança estadística 

es va considerar si el valor de p era menor a 0,05. El mètode de Kaplan-Meier es va 

utilitzar per l’anàlisi de la supervivència, i el test de log-rank es va utilitzar per a les 

posteriors comparacions. 
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