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DESCRIPCION

Uso de la hormona luteinizante (LH) y de la gonadotropina coridnica (hCG) para la proliferacién de células
precursoras neurales y la neurogénesis.

Solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EEUU n° de serie 60/544.915, presentada el 13 de
febrero, 2004, bajo 35 U.S.C. §119(e).

Campo técnico

Esta invencion se refiere a métodos para aumentar el nimero de células precursoras neurales y la heurogénesis, asi
como a composicion utiles para ello.
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Antecedentes de lainvencién

En afios recientes, las enfermedades neurodegenerativas se han convertido en un problema importante debido a la
creciente poblacion anciana que es la que presenta mayor riesgo de padecer estos trastornos.

Las enfermedades neurodegenerativas incluyen las enfermedades que se han relacionado con la degeneraciéon de
células neurales en emplazamientos concretos del sistema nervioso central (SNC), que conduce a la incapacidad de
estas células para realizar su funcion prevista. Estas enfermedades incluyen enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, y enfermedad de Parkinson. Ademas, probablemente el ambito mayor
de disfuncion del SNC (con respecto al nUmero de personas afectadas) no se caracteriza por la pérdida de células
neuronales, sino por un funcionamiento anémalo de las células neurales existentes. Esto puede ser debido a una
activacion inapropiada de las neuronas, o la sintesis, la liberacion y el procesamiento andémalos de
neurotransmisores. Estas disfunciones pueden ser el resultado de trastornos bien estudiados y caracterizados, tales
como la depresion y la epilepsia, o de trastornos menos comprendidos, tales como la neurosis y la psicosis.
Ademas, a menudo las lesiones cerebrales producen la pérdida de células neurales, el funcionamiento inapropiado
de la region cerebral afectada, y posteriores anomalias de comportamiento.

Por consiguiente, resulta deseable suministrar células neurales al cerebro para compensar las neuronas
degeneradas o perdidas para tratar enfermedades o trastornos neurodegenerativos. Una estrategia para esto es
transplantar células neurales al cerebro del paciente. Esta estrategia requiere una fuente de grandes cantidades de
células neurales, preferiblemente del mismo individuo o de un individuo con parentesco cercano, de modo que
puedan minimizarse los rechazos del receptor al injerto o del injerto al receptor. Puesto que no resulta practico
eliminar una gran cantidad de neuronas o células gliales de una persona para ser transplantadas a otra, es
necesario un método para cultivar una gran cantidad de células neurales para que esta estrategia tenga éxito.

Otra estrategia es inducir la produccion de células neurales in situ para compensar las células perdidas o
degeneradas. Esta estrategia requiere un conocimiento exhaustivo sobre si es posible producir células neurales en
cerebros, en particular cerebros adultos, y de qué manera.

El desarrollo de técnicas para el aislamiento y el cultivo in vitro de células precursoras neurales multipotentes (por
ejemplo, véanse las patentes de EEUU n° 5.750.376; 5.980.885; 5.851.832) aumentan significativamente las
perspectivas para ambas estrategias. Se descubrié que pueden utilizarse cerebros fetales para aislar y cultivar
células progenitoras neurales multipotentes in vitro. Ademas, en contraste con la creencia mantenida durante largo
tiempo de que las células cerebrales de adulto no son capaces de replicar o regenerar células cerebrales, se ha
descubierto que las células precursoras neurales también pueden aislarse a partir de cerebros de mamiferos
adultos. Estas células precursoras, tanto de cerebro fetal como de cerebro adulto, son capaces de autorreplicarse.
Las células de la progenie de nuevo pueden proliferar o diferenciarse en cualquier célula del linaje de células
neurales, incluyendo neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Por tanto, estos descubrimientos no sélo proporcionan
una fuente de células neurales que puede utilizarse en transplantes, sino que también demuestran la presencia de
células precursoras neurales multipotentes en el cerebro adulto y la posibilidad de producir neuronas o células
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gliales a partir de estas células precursoras in situ.

Por tanto, resulta deseable desarrollar métodos para producir de modo eficaz células precursoras neurales para dos
objetivos: para obtener mas células precursoras y, por tanto, células neurales que puedan utilizarse en terapias de
transplantes, y para identificar métodos que puedan utilizarse para producir mas células precursoras in situ.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un método, segun se define en las reivindicaciones, para aumentar el nimero de
células precursoras neurales utilizando una feromona, una hormona luteinizante (LH) o la gonadotrofina coriénica
humana (hCG). El método puede practicarse in vivo para obtener mas células precursoras neurales in situ que, a su
vez, pueden producir mas neuronas o células gliales para compensar las células neurales perdidas o disfuncionales.
El método también puede practicarse in vitro para producir un gran niamero de células precursoras neurales en
cultivo. Las células precursoras cultivadas pueden utilizarse, por ejemplo, para un tratamiento de transplante de
pacientes o animales que padecen 0 que se sospecha que padezcan enfermedades o trastornos
neurodegenerativos.

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencion proporciona un método para aumentar el nimero de células
precursoras neurales, que comprende proporcionar una cantidad eficaz de una feromona, una LH o hCG al menos a
una célula precursora neural bajo condiciones que produzcan un aumento en el nimero de células precursoras
neurales. La célula precursora neural puede localizarse en el cerebro de un mamifero, en particular en la zona
subventricular del cerebro del mamifero. Como alternativa, la célula precursora neural puede localizarse en el
hipocampo del mamifero. Aunque pueden someterse a este método mamiferos de todas las edades, se prefiere que
el mamifero no sea un embrién. Mas preferiblemente, el mamifero es adulto.

El mamifero puede padecer o puede sospecharse que padezca una enfermedad o un trastorno neurodegenerativo.
La enfermedad o el trastorno puede ser una lesién en la médula espinal o una lesion cerebral, tal como ictus o una
lesiéon provocada por cirugia. La enfermedad o el trastorno puede ser el envejecimiento, que se asocia con una
reduccion significativa en el nimero de células precursoras neurales. La enfermedad o el trastorno también puede
ser una enfermedad neurodegenerativa, en particular la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la
esclerosis lateral amiotrofica, o la enfermedad de Parkinson.

Como alternativa, la célula precursora neural puede estar en un cultivo in vitro. Cuando se practica in vitro, resulta
preferible utilizar LH o hCG en lugar de feromonas.

La feromona puede ser cualquier feromona que sea capaz de aumentar el niumero de células precursoras neurales
en el mamifero. En la técnica se han establecido ensayos para determinar si una sustancia es capaz de aumentar el
namero de células precursoras neurales y se describen en la presente (por ejemplo, véanse los ejemplos 1y 3). La
feromona se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en 2-sec-butil-4,5-dihidrotiazol (SBT), 2,3-deshidro-
exo-brevicomina (DHB), alfa- y beta-farnesenos, 6-hidroxi-6-metil-3-heptatona, 2-heptanona, trans-5-hepten-2-ona,
trans-4-hepten-2-ona, acetato de n-pentilo, acetato de cis-2-penten-1-ilo, 2,5-dimetilpirazina, propionato de dodecilo,
y acetato de (Z)-7-dodecen-1-ilo.

Tanto si la feromona, la LH o la hCG se utiliza in vivo o in vitro, otros agentes pueden aplicarse en combinacion,
tales como la hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la prolactina,
el péptido liberador de prolactina (PRP), la eritropoyetina, el AMP ciclico, el polipéptido activador de la adenilato
ciclasa de la pituitaria (PACAP), la serotonina, la proteina morfogénica 6sea (BMP), el factor del crecimiento
epidérmico (EGF), el factor del crecimiento transformante-alfa (TGFalfa), el factor del crecimiento transformante-beta
(TGFbeta), el factor del crecimiento de fibroblastos (FGF), el estrogeno, la hormona del crecimiento, la hormona
liberadora de la hormona del crecimiento, los factores del crecimiento de tipo insulinico, el factor inhibidor de
leucemia, el factor neurotréfico ciliar (CNTF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la hormona tiroidea,
la hormona estimulante de la hormona tiroidea, el erizo s6nico (SHH) y/o el factor del crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF). La LH o hCG puede ser cualquier analogo o variante de LH o hCG que tenga la actividad de la
LH o hCG nativa.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método para tratar o0 mejorar una enfermedad o un trastorno
neurodegenerativo en un mamifero, que comprende proporcionar una cantidad eficaz de una feromona, LH o hCG al
cerebro del mamifero. La enfermedad o el trastorno puede ser una lesién del SNC, tal como ictus o una lesion
provocada por cirugia en el cerebro/médula espinal. La enfermedad o el trastorno puede ser el envejecimiento, que
esta asociado con una reduccion significativa en el numero de células precursoras neurales. La enfermedad o el
trastorno también puede ser una enfermedad neurodegenerativa, en particular la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica, o la enfermedad de Parkinson.

El mamifero puede recibir opcionalmente un transplante de células precursoras neurales y/o de la progenie de
células precursoras neurales. El transplante puede realizarse antes, después o al mismo tiempo que el mamifero
recibe al feromona, LH o hCG. Preferiblemente, el mamifero recibe el transplante antes o al mismo tiempo que la
feromona, LH o hCG.
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El mamifero puede recibir opcionalmente al menos otro agente, tal como eritropoyetina, AMP ciclico, polipéptido
activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP), serotonina, proteina morfogénica ésea (BMP), factor del
crecimiento epidérmico (EGF), factor del crecimiento transformante-alfa (TGFalfa), factor del crecimiento de
fibroblastos (FGF), estrégeno, hormona del crecimiento, factor del crecimiento de tipo insulinico-1 y/o factor
neurotrofico ciliar (CNTF).

La feromona, LH/hCG y/o el otro agente pueden ser proporcionados mediante cualquier método establecido en la
técnica. Por ejemplo, pueden administrarse por via intravascular, intratecal, intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intraperitoneal, topica, oral, rectal, vaginal, nasal, mediante inhalacion o en el cerebro. La administracion se realiza
preferiblemente de modo sistémico, en particular mediante una administracion subcutanea. La feromona, LH/hCG o
el otro agente también pueden ser proporcionados administrando al mamifero una cantidad eficaz de un agente que
pueda aumentar la cantidad enddgena de feromona, LH/hCG y/o el otro agente en el mamifero. Por ejemplo, el nivel
de LH en un animal también puede aumentar utilizando GnRH.

Cuando la feromona, LH/hCG o el otro agente no se administran directamente al cerebro, puede incluirse
opcionalmente un permeabilizante de la barrera hematoencefalica para facilitar la entrada en el cerebro. Los
permeabilizantes de la barrera hematoencefalica son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, bradiquinina y
los agonistas de bradiquinina descritos en las patentes de EEUU n° 5.686.416; 5.506.206 y 5.268.164 (tales como
NHz-arginina-prolina-hidroxiproxiprolina-glicina-tienilalanina-serina-prolina-4-Me-tirosina.psi.(-CH2NH)-arginina-
COOH). Como alternativa, las moléculas que se van a administrar pueden conjugarse con anticuerpos del receptor
de transferrina tal como se describe en las patentes de EEUU n° 6.329.508; 6.015.555; 5.833.988; 0 5.527.527. Las
moléculas también pueden administrarse como una proteina de fusién que comprenda la molécula y un ligando que
sea reactivo con un receptor de células endoteliales capilares cerebrales, tal como el receptor de transferrina (véase,
por ejemplo, la patente de EEUU n° 5.977.307).

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un método para potenciar la formacion de neuronas a partir de
células precursoras neurales, que comprende proporcionar una feromona, LH o hCG al menos a una célula
precursora neural bajo condiciones que den como resultado la potenciacion de la formacién de neuronas a partir de
dicha célula precursora neural. También se proporciona un método para aumentar la formacién de nuevas neuronas
en el bulbo olfatorio de un mamifero, que comprende proporcionar una cantidad eficaz de una feromona, LH o hCG
al mamifero. También se proporcionan composiciones y composiciones farmacéuticas que comprenden u una
feromona, LH o hCG, y al menos otro agente.

También se proporcionan composiciones celulares preparadas segin la presente invencion. En particular, se
proporcionan cultivos de células precursoras neurales que se han expuesto a LH/hCG. Estos cultivos tienen niveles
mayores de células precursoras neurales y/o neuronas, y pueden utilizarse, por ejemplo, para un transplante.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Los efectos de olores masculinos sobre la proliferacién de células precursoras neurales en la SVZ (zona
subventricular) de ratones hembra después de una exposicién de 2, 7 o 14 dias. 2D, 7D y 14D indican una
exposicion de 2, 7 y 14 dias, respectivamente. F-M, ratones hembra expuestas a olores masculinos; F-F, ratones
hembra expuestas a olores femeninos. Los datos brutos se muestran en la parte superior de cada panel.

(A) muestra los efectos del nimero de células BrdU-positivas en la SVZ.
(B) muestra los efectos del nimero de células Ki67-positivas en la SVZ.
(C) muestra la comparacion de crias de la misma camada y crias de distintas camadas.

Figura 2. Los efectos de olores femeninos sobre la proliferacion de células precursoras neurales en la SVZ de
ratones macho después de una exposicion de 2, 7 o 14 dias. 2D, 7D y 14D indican una exposicion de 2, 7 y 14 dias,
respectivamente. M-F, ratones macho expuestos a olores femeninos; M-M, ratones macho expuestos a olores
masculinos. Los datos brutos se muestran en la parte superior de cada panel.

(A) muestra los efectos del nimero de células BrdU-positivas en la SVZ.
(B) muestra los efectos del nimero de células Ki67-positivas en la SVZ.
(C) muestra la comparacion de crias de la misma camada y crias de distintas camadas.

Figura 3. Los efectos de olores masculinos sobre la proliferacion de células precursoras neurales en el hipocampo
de ratones hembra después de una exposicion de 2, 7 0 14 dias. 2D, 7D y 14D indican una exposicion de 2, 7y 14
dias, respectivamente. F-M, ratones hembra expuestas a olores masculinos; F-F, ratones hembra expuestas a
olores femeninos. Los datos brutos se muestran en la parte superior de cada panel.

Figura 4. Los efectos de olores masculinos sobre la neurogénesis en ratones hembra después de una exposicion de
2, 7 0 14 dias. 2D, 7D y 14D indican una exposicién de 2, 7 y 14 dias, respectivamente. F-M, ratones hembra
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expuestas a olores masculinos; F-F, ratones hembra expuestas a olores femeninos. DCX, doblecortina. Los datos
brutos se muestran en la parte superior de cada panel.

Figura 5. Los efectos de olores femeninos sobre la neurogénesis en ratones macho después de una exposicion de
2, 7 0 14 dias. 2D, 7D y 14D indican una exposicion de 2, 7 y 14 dias, respectivamente. M-F, ratones macho
expuestos a olores femeninos; M-M, ratones macho expuestos a olores masculinos. DCX, doblecortina. Los datos
brutos se muestran en la parte superior de cada panel.

Figura 6. El ensayo TUNEL (marcaje de mella terminal de dUTP mediado por desoxinucleotidiltransferasa terminal).
Ratones hembra se expusieron a olores masculinos (F-M) o a olores femeninos (F-F) durante 7 dias, y se determiné
el nimero de células que sufrieron una muerte celular programada mediante el ensayo TUNEL. (A) y (B) muestran
los recuentos de células apoptéticas en la SVZ y el bulbo olfatorio, respectivamente.

Figura 7. Los efectos de LH sobre el numero de células BrdU-positivas en la SVZ en ratones hembra. (A) y (B)
muestran los efectos de LH después de una infusion de 2 dias (A) o de una infusion de 6 dias (B) de LH,
respectivamente. VEH, vehiculo.

Figura 8. Los efectos de LH sobre el nimero de células BrdU-positivas en la SVZ en ratones macho después de una
infusién de 2 dias. VEH, vehiculo.

Figura 9. Los efectos de receptores de LH sobre la proliferacién de células precursoras neurales inducida por
feromonas en ratones hembra. (A) y (B) muestran los efectos de la inactivacién de los receptores de LH en la SVZ
(A) y el hipocampo (B), respectivamente. (-/-): inactivacion del receptor de LH. (+/+): tipo salvaje. Linea de base:
ratones expuestos a jaulas sin olor. Hembra-Hembra: ratones hembra expuestos a olores femeninos. Hembra-
Macho: ratones hembra expuestos a olores masculinos. P*<0,05; ensayo posthoc LSD.

Figura 10. Los efectos de receptores de LH sobre la proliferacién de células precursoras neurales inducida por
feromonas en ratones macho. (A) y (B) muestran los efectos de la inactivacion de los receptores de LH en la SVZ (A)
y el hipocampo (B), respectivamente. (-/-): inactivacion del receptor de LH. (+/+): tipo salvaje. Linea de base: ratones
expuestos a jaulas sin olor. Macho-Hembra: ratones macho expuestos a olores femeninos. Macho-Hembra: ratones
macho expuestos a olores femeninos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un método para aumentar el nimero de células precursoras neurales o la
neurogénesis utilizando una feromona, una hormona luteinizante (LH) o la gonadotropina coriénica humana (hCG).
El método puede practicarse in vivo para obtener mas células precursoras neurales in situ que, a su vez, producen
mas neuronas o células gliales para compensar las células neurales perdidas o degeneradas. El método también
puede practicarse in vitro para producir un gran nimero de células precursoras neurales en cultivo. Las células
precursoras cultivadas pueden utilizarse, por ejemplo, para un tratamiento de transplante de pacientes o animales
que padecen o que se sospecha que padecen enfermedades o trastornos neurodegenerativos.

Antes de describir la invenciéon con mas detalle, se definen como sigue los términos y las expresiones utilizados en
esta solicitud, a menos que se indique lo contrario.

Definiciones

Una “célula precursora neural” es una célula precursora del linaje de células neurales. Una célula precursora es una
célula que es capaz de reproducirse a si misma. En otras palabras, las células hijas que surgen de las divisiones de
las células precursoras incluyen células precursoras. Las células precursoras neurales son capaces de diferenciarse
en ultimo término en todos los tipos celulares del linaje de células neurales, incluyendo neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos (los astrocitos y los oligodendrocitos se denominan en conjunto glia o células gliales). Asi, las
células precursoras neurales indicadas en la presente son células precursoras neurales multipotentes.

Una “neuroesfera” o “esfera” es un grupo de células derivada de una Unica célula precursora neural como resultado
de la expansién clénica. Una “neuroesfera primaria” se refiere a una neuroesfera generada cultivando, como cultivo
primario, tejido cerebral que contiene células precursoras neurales. EI método para cultivar células precursoras
neurales para formar neuroesferas se ha descrito, por ejemplo, en la patente de EEUU n° 5.750.376. Una
“neuroesfera secundaria” se refiere a una neuroesfera generada disociando neuroesferas primarias y permitiendo
que las células disociadas individuales formen de nuevo neuroesferas.

Un polipéptido que comparte una “similitud de secuencia sustancial” con un factor nativo es al menos
aproximadamente 30% idéntico al factor nativo al nivel de aminoacidos. El polipéptido es preferiblemente al menos
aproximadamente 40%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 60%, aun mas preferiblemente al menos
aproximadamente 70%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 80% idéntico al factor nativo al nivel
de aminoacidos.

La expresion “porcentaje de coincidencia” o “% de coincidencia” de un andlogo o variante con un factor nativo se
7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2392282 T3

refiere al porcentaje de la secuencia de aminoécidos en el factor nativo que también se encuentra en el analogo o
variante cuando se alinean dos secuencias. El porcentaje de coincidencia puede determinarse mediante cualquier
método o algoritmo establecido en la técnica, tal como LALIGN o BLAST.

Un polipéptido posee una “actividad bioldgica” de un factor nativo si es capaz de unirse al receptor para el factor
nativo o de ser reconocido por un anticuerpo policlonal generado contra el factor nativo. Preferiblemente, el
polipéptido es capaz de unirse de modo especifico con el receptor para el factor nativo en un ensayo de union al
receptor.

Un “agonista funcional” de un factor nativo es un compuesto que se une y activa el receptor del factor nativo, aunque
no comparte necesariamente una similitud de secuencia sustancial con el factor nativo.

Una “LH" es una proteina que (1) comprende un polipéptido que comparte una similitud de secuencia sustancial con
una LH de mamifero nativa, preferiblemente la LH humana nativa; y (2) posee una actividad biolégica de la LH de
mamifero nativa. La LH de mamifero nativa es una gonadotropina segregada por el I6bulo anterior de la pituitaria. La
LH es un heterodimero que consiste en subunidades alfa y beta unidas de modo no covalente. La subunidad alfa es
comun a LH, FSH y hCG, y la subunidad beta es especifica para cada hormona. La LH (til en la presente invencion
puede tener la subunidad alfa nativa, compartiendo la subunidad beta una similud de secuencia sustancial con una
LH de mamifero nativa. Como alternativa, la LH puede tener la subunidad beta nativa, compartiendo la subunidad
alfa una similud de secuencia sustancial con una LH de mamifero nativa. La LH también puede presentar unas
subunidades alfa y beta que comparten una similitud de secuencia sustancial con una correspondiente subunidad
nativa. Asi, el término “LH” incluye analogos de LH que comprenden un mutante de delecion, de inserciéon o de
sustitucion de una subunidad de LH nativa. Ademas, el término “LH" incluye las LH de otras especies y sus variantes
naturales. Ademas, una “LH” también puede ser un agonista funcional de un receptor de LH de mamifero nativo.

Una “hCG” es una proteina que (1) comprende un polipéptido que comparte una similitud de secuencia sustancial
con la hCG nativa; y (2) posee una actividad biolégica de la hCG nativa. La hCG nativa es un heterodimero que
consiste en subunidades alfa y beta unidas de modo no covalente. La subunidad alfa es comin a LH, FSH y hCG, y
la subunidad beta es especifica para cada hormona. Sin embargo, las subunidades beta de hCG y LH comparten
una similitud de secuencia del 85%. La hCG util en la presente invencion puede tener la subunidad alfa nativa,
compartiendo la subunidad beta una similud de secuencia sustancial con la hCG nativa. Como alternativa, la hCG
puede tener la subunidad beta nativa, compartiendo la subunidad alfa una similud de secuencia sustancial con la
hCG nativa. La hCG también puede presentar unas subunidades alfa y beta que comparten una similitud de
secuencia sustancial con la correspondiente subunidad nativa. Asi, el término “hCG” incluye analogos de hCG que
comprenden un mutante de delecion, de insercién o de sustitucion de una subunidad de hCG nativa. Ademas, el
término “hCG” incluye las hCG equivalentes de otras especies y sus variantes naturales. Ademas, una “hCG”
también puede ser un agonista funcional de un receptor de hCG/LH de mamifero nativo.

Una “prolactina” es un polipéptido que (1) comparte una similitud de secuencia sustancial con una prolactina de
mamifero nativa, preferiblemente la prolactina humana nativa; y (2) posee una actividad bioldgica de la prolactina de
mamifero nativa. La prolactina humana nativa es un polipéptido de 199 aminoacidos sintetizado principalmente en la
glandula pituitaria. Asi, el término “prolactina” incluye analogos de prolactina que son los mutantes de delecion, de
insercion o de sustitucion de la prolactina nativa. Ademas, el término “prolactina” incluye las prolactinas de otras
especies y sus variantes naturales.

Ademas, una “prolactina” también puede ser un agonista funcional de un receptor de prolactina de mamifero nativo.
Por ejemplo, el agonista funcional puede ser una secuencia de aminodcidos activante descrita en la patente de
EEUU n° 6.333.031 para el receptor de prolactina; un ligando de receptor complejado con un metal con actividades
agonistas para el receptor de prolactina (patente de EEUU n° 6.413.952); G120RhGH, que es un andlogo de la
hormona del crecimiento humana pero actia como agonista de prolactina (Mode et al., 1996); o un ligando para el
receptor de prolactina segun se describe en las patentes de EEUU n° 5.506.107 y 5.837.460.

Un “EGF” significa un EGF nativo o cualquier analogo o variante de EGF que comparta una similitud de secuencia
de aminoécidos sustancial con un EGF nativo, asi como al menos una actividad biolégica con el EGF nativo, tal
como la union al receptor de EGF. Se incluye en particular un EGF que es el EGF nativo de cualquier especie, TGF-
alfa, o EGF modificado recombinante. Los ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan al EGF modificado
recombinante que tiene una delecién de los dos aminoécidos C-terminales, y una sustitucion de un aminoé&cido
neutro en la posicion 51 (en particular EGF51 gIn51; publicacion de solicitud de patente de EEUU n°
20020098178A1), la muteina de EGF (EGF-X.sub.6) en la que el resto His en la posicién 16 esta sustituido por un
aminodacido neutro o acido (patente de EEUU n° 6.191.106), el mutante de delecion de 52 aminoacidos de EGF que
carece del resto amino terminal del EGF nativo (EGF-D), el mutante de delecion de EGF en el que el resto N-
terminal, asi como los dos restos C-terminales (Arg-Leu) estan delecionados (EGF-B), el EGF-D en el que el resto
Met en la posicién 21 estd oxidado (EGF-C), el EGF-B en el que el resto Met en la posicion 21 esta oxidado (EGF-
A), el factor del crecimiento de tipo EGF de unién a la heparina (HB-EGF), betacelulina, anfirregulina, neurregulina, o
una proteina de fusion que comprende cualquiera de los anteriores. Otros analogos o variantes de EGF Utiles se
describen en la publicacién de solicitud de patente de EEUU n° 20020098178A1, y en las patentes de EEUU n°
6.191.106 y 5.547.935.
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Ademads, un “EGF” también puede ser un agonista funcional de un receptor de EGF de mamifero nativo. Por
ejemplo, el agonista funcional puede ser una secuencia de aminoacidos activante descrita en la patente de EEUU n°
6.333.031 para el receptor de EGF, o un anticuerpo que tiene actividades agonistas para el receptor de EGF
(Fernandez-Pol, 1985; y patente de EEUU n° 5.723.115).

Un “PACAP” significa un PACAP nativo o cualquier analogo o variante de PACAP que comparta una similitud de
secuencia de aminoacidos sustancial con un PACAP nativo, asi como al menos una actividad biolégica con el
PACAP nativo, tal como la union al receptor de PACAP. Los analogos y variantes de PACAP (tiles incluyen, sin
limitarse a los variantes de 38 aminodcidos y de 27 aminoacidos de PACAP (PACAP38 y PACAP27,
respectivamente), y los analogos y variantes descritos, por ejemplo, en las patentes de EEUU n° 5.128.242;
5.198.542; 5.208.320; 5.326.860; 5.623.050; 5.801.147; y 6.242.563.

Ademas, un “PACAP” también puede ser un agonista funcional de un receptor de PACAP de mamifero nativo. Por
ejemplo, el agonista funcional puede ser maxadilano, un polipéptido que actia como un agonista especifico del
receptor de tipo 1 de PACAP (Moro et al., 1997).

Una “eritropoyetina (EPO)” significa una EPO nativa o cualquier analogo o variante de PACAP que comparta una
similitud de secuencia de aminoacidos sustancial con una EPO nativa, asi como al menos una actividad biol6gica
con la EPO nativa, tal como la unién al receptor de EPO. Se describen analogos y variantes de eritropoyetina, por
ejemplo, en las patentes de EEUU n° 6.048.971y 5.614.184.

Ademads, una “EPO” también puede ser un agonista funcional de un receptor de EPO de mamifero nativo. Por
ejemplo, el agonista funcional puede ser EMP1 (péptido mimético 1 de EPO, Johnson et al., 2000); uno de los
miméticos de péptidos cortos de EPO segun se describe en Wrighton et al., 1996, y patente de EEUU n° 5.773.569;
cualquier mimético de EPO de molécula pequefia, segin se describe en Kaushansky, 2001; un anticuerpo que
activa el receptor de EPO, segun se describe en la patente de EEUU n° 5.885.574, el documento WO 96/40231, el
documento WO 97/48729, Fernandez-Pol, 1985, o la patente de EEUU n° 5.723.115; una secuencia de aminoacidos
activante, segun se describe en la patente de EEUU n° 6.333.031, para el receptor de EPO; un ligando del receptor
complejado con un metal con actividades agonistas por el receptor de EPO (patente de EEUU n° 6.413.952), o un
ligando para el receptor de EPO segun se describe en las patentes de EEUU n° 5.506.107 y 5.837.460.

Un “agente inductor de LH/hCG” es una sustancia que, cuando se administra a un animal, es capaz de aumentar la
cantidad de LH o hCG en el animal. Por ejemplo, la hormona liberadora de LH (LHRH) estimula la secrecién de LH.

Una “feromona” es una sustancia que actia como una sefial para otro animal de la misma especie, normalmente del
género opuesto. Una feromona de mamifero puede ser una proteina de molécula pequefia. Preferiblemente, la
feromona se selecciona del grupo que consiste en 2-sec-butil-4,5-dihidrotiazol (SBT), 2,3-deshidro-exo-brevicomina
(DHB), alfa- y beta-farnesenos, 6-hidroxi-6-metil-3-heptatona, 2-heptanona, trans-5-hepten-2-ona, trans-4-hepten-2-
ona, acetato de n-pentilo, acetato de cis-2-penten-1-ilo, 2,5-dimetilpirazina, propionato de dodecilo, y acetato de (Z)-
7-dodecen-1-ilo (véase, por ejemplo, Dulac et al., 2003).

“Potenciar” la formacion de un tipo celular significa aumentar el nimero del tipo celular. Asi, puede utilizarse un
agente para potenciar la formacion de neuronas si el nUmero de neuronas en presencia del agente es mayor que el
namero de neuronas en ausencia del agente. El nimero de neuronas en ausencia del agente puede ser cero o0 mas.

Una “enfermedad o trastorno neurodegenerativo” es una enfermedad o un trastorno médico asociado con la pérdida
o la disfuncion de las neuronas. Los ejemplos de enfermedades o trastornos neurodegenerativos incluyen
enfermedades neurodegenerativas, lesiones del SNC o disfunciones del SNC. Las enfermedades
neurodegenerativas incluyen, por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, degeneracién macular, glaucoma, retinopatia
diabética, neuropatia periférica, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, y enfermedad de
Parkinson. Las lesiones del SNC incluyen, por ejemplo, ictus (por ejemplo, ictus hemorragico, ictus isquémico focal,
0 ictus isquémico global) y lesiones cerebrales o de la médula espinal traumaticas (por ejemplo, lesiones provocadas
por accidentes fisicos o cirugia cerebral o de la médula espinal). Las disfunciones del SNC incluyen, por ejemplo,
depresion, epilepsia, neurosis y psicosis.

“Tratar o mejorar” significa la reduccion o la eliminacion completa de los sintomas de una enfermedad o un trastorno
médico.

Un mamifero “sospechoso de padecer una enfermedad o trastorno neurodegenerativo” es un mamifero al que no se
le ha diagnosticado oficialmente la enfermedad o el trastorno neurodegenerativo, pero que muestra un sintoma de la
enfermedad o del trastorno neurodegenerativo, es susceptible de padecer la enfermedad o el trastorno
neurodegenerativo debido a una historia familiar o predisposicion genética, o ha padecido previamente la
enfermedad o el trastorno neurodegenerativo y esta en riesgo de recurrencia.

“Transplantar” una composicién en un mamifero se refiere a introducir la composicion en el cuerpo del mamifero
mediante cualquier método establecido en la técnica. La composicion que se introduce es el “transplante”, y el
mamifero es el “receptor”. El transplante y el receptor pueden ser singeneicos, alogeneicos o xenogeneicos.
Preferiblemente, el transplante es un transplante autélogo.
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Una “cantidad eficaz” es una cantidad de un agente terapéutico suficiente para lograr el objetivo propuesto. Por
ejemplo, una cantidad eficaz de una LH o hCG para aumentar el nUmero de células precursoras neurales es una
cantidad suficiente, in vivo o in vitro, segun sea el caso, para producir un aumento en el nimero de células
precursoras neurales. Una cantidad eficaz de una LH o hCG para tratar o mejorar una enfermedad o un trastorno
neurodegenerativo es una cantidad de la LH/hCG suficiente para reducir o eliminar los sintomas de la enfermedad o
el trastorno neurodegenerativo. La cantidad eficaz de un agente terapéutico concreto variard segun factores, tales
como la naturaleza del agente, la via de administracion, el tamafio y la especie del animal que recibe el agente
terapéutico, y el objetivo de la administracion. La cantidad eficaz en cada caso individual puede ser determinada de
forma empirica por los expertos en la técnica segin métodos establecidos en la técnica.

Métodos

Las células precursoras neurales se localizan en dos regiones del cerebro del mamifero adulto (Reynolds y Weiss,
1992): el giro dentado del hipocampo, y la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos laterales (Luskin, 1993;
Menezes et al., 1995; Frisen et al., 1998; Peretto et al., 1999; Gage, 2000; Rochefort et al., 2002). Las células
precursoras neurales siguen dos vias mitéticas que contribuyen a su crecimiento y proliferacion. La primera via
mitética es en la que las células precursoras neurales se dividen de forma simétrica como un medio de regeneracion
y autorrenovacion. La segunda division mitética es asimétrica, y produce una célula precursora neural hija y una
célula progenitora. En ultimo término es la célula progenitora la que asume un destino determinado como uno de los
tipos celulares del sistema nervioso central. Por ejemplo, en el caso de la neurogénesis, es la célula progenitora
neuronal la que produce una neurona (Weiss et al., 1996; Morrison y Shah, 1997; Peretto et al., 1999; Rao, 1999).

Las progenitoras neuronales del hipocampo residen en el giro dentado y tienen la capacidad de proliferar y migrar
hacia la capa de células granulares para diferenciarse en células granulares (Nilsson et al., 1999; Gage, 2000;
Rochefort et al.,, 2002). En la SVZ, las células precursoras neurales y las progenitoras proliferan, después las
progenitoras siguen un camino migratorio, conocido como la corriente migratoria rostral (“rostral migratory stream”,
RMS), por la que llegan al bulbo olfatorio (BO) para convertirse en interneuronas (Luskin, 1993; Menezes et al.,
1995; Rao, 1999; Rochefort et al., 2002).

Se ha demostrado que un entorno olfatorio enriquecido, creado con nuevos olores, aumenta la neurogénesis en el
bulbo olfatorio y mejora la memoria olfatoria (Rochefort et al., 2002). Aunque las interneuronas del bulbo olfatorio se
derivan de las células precursoras neurales en la SVZ, la exposicion a un entorno olfatorio enriquecido no produce
ningun efecto sobre la proliferacion celular en la SVZ (Rochefort et al., 2002). Sin embargo, tal como se describe en
la presente invencion, los inventores han observado los sorprendentes efectos de olores masculinos y femeninos
sobre el género opuesto en la proliferacion de células precursoras neurales y la neurogénesis.

Para determinar el impacto de los olores masculinos o femeninos, ratones adultos fueron expuestos a los olores del
género opuesto durante 2 dias, 7 dias o 14 dias. Un grupo control fue expuesto a los olores del mismo género
durante el mismo periodo de tiempo. Los ratones entonces recibieron BrdU para marcar las células proliferantes, y
se identificaron las localizaciones de las células BrdU-positivas mediante estudios inmunohistoquimicos (ejemplo 1).
Tal como se muestra en la figura 1A, las células proliferantes en la SVZ de ratones hembra permanecieron al mismo
nivel después de ser expuestas a olores femeninos durante 2, 7 o 14 dias. Sin embargo, en el grupo de las hembras
expuestas a olores masculinos, las células proliferantes en la SVZ cambiaron a lo largo del tiempo: aumentaron
significativamente después de 7 dias y disminuyeron significativamente después de 14 dias. Una exposicion de 2
dias no producia ningun efecto. Se observé el mismo patron cuando se utilizé Ki67 para marcar las células
proliferantes (figura 1B), lo cual indica que el cambio en las celulas BrdU-positivas refleja un cambio en el nivel de
proliferacion.

Los olores femeninos también afectaron a la proliferacion en el cerebro de ratones macho, pero con un patron
temporal diferente. Cuando los machos fueron expuestos a los olores femeninos durante 2 dias, se produjo un
aumento subito en el nimero de células BrdU-positivas (figura 2A) o de células Ki67-positivas (figura 2B). Sin
embargo, después de una exposicion de 7 o 14 dias, el numero de células recién proliferadas disminuy6 hasta el
nivel control.

De manera sorprendente, las células precursoras neurales en el hipocampo también respondieron a olores
especificos de género. De nuevo, la exposicion durante dos dias a olores masculinos no produjo efectos
significativos sobre los ratones hembra, pero una exposicion de 7 dias produjo un aumento significativo en la
proliferacion en el hipocampo (figura 3). Después de una exposicion durante 14 dias, los niveles de células
proliferantes fueron significativamente mas bajos en hembras expuestas a olores masculinos cuando se comparan
con las hembras que habian sido expuestas a olores femeninos. Por lo que saben los inventores, esta es la primera
vez que se ha demostrado que un estimulo distinto a los factores del crecimiento (por ejemplo, EGF mas FGF)
ejerce los mismos efectos sobre las células precursoras neurales en la SVZ y en el hipocampo. Habitualmente los
efectos son opuestos. Por ejemplo, la prolactina afecta a la SVZ pero no al hipocampo (Shingo et al., 2003); el
estrogeno estimula la proliferacion en el hipocampo pero no en la SVZ (Tanapat et al., 1999); un entorno enriquecido
y actividades fisicas estimulan la neurogénesis en el hipocampo, pero no la neurogénesis en la SVZ (Brown et al.,
2003).
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La neurogénesis también fue potenciada tras la exposicién a los olores del género opuesto (ejemplo 2). Asi, se
tifleron secciones de tejidos de los animales descritos anteriormente para la doblecortina, una proteina citoplasmica
expresada en células progenitoras neuronales, para determinar el grado de neurogénesis en los ratones descritos
anteriormente. Como en el caso de las células proliferantes, los ratones hembra tenian significativamente mas
células doblecortina-positivas después de 7 dias de exposicion a olores masculinos (figura 4), mientras que los
ratones macho tenian significativamente mas células doblecortina-positivas después de 2 dias de exposicion a
olores femeninos (figura 5).

Para determinar si las feromonas del género opuesto también influyen en la supervivencia de células neurales, se
realizé el ensayo TUNEL. Los resultados indican que no se observa una diferencia significativa en la SVZ (figura 6A)
o el bulbo olfatorio (figura 6B) de ratones hembra después de 7 dias de exposicion a olores masculinos.

Se sabe que las feromonas masculinas aumentan los niveles de hormona luteinizante (LH) y disminuyen los niveles
de prolactina, mientras que las feromonas femeninas esta asociadas con un aumento en la prolactina (Dulac et al.,
2003). Para intentar investigar la forma en que las feromonas potencian la proliferacion de células precursoras
neurales y la neurogénesis en el género opuesto, los animales se infusionaron con LH. Los resultados demuestran
gue la LH aumenta significativamente la proliferacién en la SVZ de ratones hembra (figuras 7A y 7B) y macho (figura
8). De manera coherente con estos resultados, la LH también es capaz de aumentar la autorrenovacién de las
células precursoras neurales en cultivo (ejemplo 3).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un método para aumentar el nUmero de células precursoras
neurales in vivo o in vitro utilizando una feromona y/o LH. Se espera que la gonadotropina coriénica humana (hCG)
tenga el mismo efecto que la LH, puesto que hCG es un analogo de LH y comparte el mismo receptor con la LH.
Cuando se utiliza para aumentar el numero de células precursoras neurales in vivo, este método producira una
mayor agrupacion de células precursoras neurales en el cerebro. Esta agrupacion mayor de células precursoras
neurales posteriormente puede generar mas células neurales, en particular neuronas o células gliales, que una
poblacion de células precursoras sin feromona ni LH/hCG. Las células neurales, a su vez, pueden compensar las
células neurales perdidas o degeneradas que estan asociadas con enfermedades y trastornos neurodegenerativos,
incluyendo lesiones del sistema nervioso.

También puede utilizarse LH/hCG u otros factores inducidos por feromonas para aumentar el nimero de células
precursoras neurales in vitro. Las células precursoras resultantes pueden utilizarse para producir mas neuronas y/o
células gliales in vitro, o utilizarse en procedimientos de transplante en seres humanos o animales que padecen
enfermedades o trastornos neurodegenerativos. Es preferible que las células precursoras neurales producidas
segun la invencién sean transplantadas, en lugar de transplantar neuronas o células gliales. Tras haber
transplantado células precursoras neurales pueden administrarse agentes del crecimiento y/o de diferenciacién in
vivo para aumentar ain mas el nimero de células precursoras, o para potenciar selectivamente la formacién de
neuronas o la formacién de células gliales. Estos otros agentes también pueden utilizarse de modo similar in vitro
con LH o hCG, o administrarse in vivo en combinacién con una feromona/LH/hCG.

Los ejemplos de agentes de diferenciacion incluyen, pero no se limitan a los siguientes:

1. Eritropoyetina (Epo): Se ha demostrado que la Epo potencia el compromiso de las células
precursoras neurales con el linaje de células neuronales y que esto puede utilizarse para tratar
modelos de ictus de ratén y de rata.

2. Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF): El BDNF es un factor de supervivencia y agente de
diferenciacion conocido que estimula el linaje neuronal.

3. Factor del crecimiento transformante-beta y proteinas morfogénicas 6seas (BMP): Los BMP son
agentes de diferenciaciéon que estimulan el linaje neuronal y la generacién de fenotipos neuronales
especificos (por ejemplo, interneuronas sensoriales en la médula espinal).

4. Hormona tiroidea (TH, incluyendo ambas formas T3 y T4): Se sabe que la TH es un agente de
diferenciacion que estimula la maduracion y la generacion de oligodendrocitos. Véase, por ejemplo,
Rodriguez-Pena, 1999.

5. Hormona estimulante del tiroides (TSH) y hormona liberadora de la hormona tiroidea (TRH):
TSH/TRH estimulan la liberacion de TH desde la pituitaria anterior, dando como resultado mayores
niveles de TH en la circulacion. Este agente puede utilizarse en combinacion con una
feromona/LH/hCG para estimular la oligodendrogliogénesis a partir de las células precursoras
neurales.

6. Erizo so6nico (SHH): El SHH es un morfégeno que modela el SNC que se esta formando durante el
desarrollo y, en diferentes concentraciones, estimula la generacién de tipos especificos de neuronas
(por ejemplo, motoneuronas en la médula espinal) y oligodendrocitos. Este agente puede utilizarse en
combinacién con feromonas/LH/hCG para estimular la neurogénesis y/o la oligodendrogliogénesis a
partir de las células precursoras neurales.
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7. Factor del crecimiento derivado de plaquetas (PDGF): EI PDGF estimula la generacién y la
diferenciacion de oligodendrocitos a partir de las células precursoras neurales. Este agente puede
utilizarse en combinacion con feromonas/LH/hCG para estimular la oligodendrogliogénesis a partir de
las células precursoras neurales.

8. El AMP ciclico y los agentes que potencian la via del AMPc, tales como el polipéptido activador de la
adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) y la serotonina, también son buenos candidatos para
estimular de modo selectivo la produccién de neuronas.

que pueden aumentar el numero de células precursoras neurales incluye, pero no se limitan a los

9. La hormona estimulante del foliculo (FSH) actla en concierto con la LH; se sabe que induce la
expresion del receptor de LH y por tanto puede potenciar los efectos de la sefializacion de LH.

10. La hormona del crecimiento (GH) puede estimular la proliferacion de las células precursoras
neurales.

11. Los factores del crecimiento insulinicos (IGF) son somatomedinas que son liberadas por muchos
tejidos en respuesta a la GH y median en muchos de los efectos estimulantes del crecimiento de la
GH. IGF-1 estimula la proliferacion de las células precursoras neurales.

12. La hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) se segrega desde el hipotdlamo e
induce la liberacion de GH desde la pituitaria anterior, produciendo unos mayores niveles de GH en la
circulacion.

13. La prolactina (PRL) se segrega desde la pituitaria anterior y se sabe que estimula la proliferacion
de las células precursoras neurales. La PRL y las feromonas/LH/hCG pueden utilizarse en
combinacién para maximizar la proliferacion de las células precursoras neurales.

14. El péptido liberador de prolactina (PRP) activa la liberacién de prolactina y puede utilizarse en
combinaciéon con feromonas/LH/hCG para maximizar la proliferacion de las células precursoras
neurales.

15. El factor del crecimiento de fibroblastos es un agente mitdégeno conocido para las células
precursoras neurales.

16. Se sabe que el estr6geno estimula la proliferacion de las células precursoras neurales en el
hipocampo.

17. Se sabe que la serotonina estimula la proliferacion de las células precursoras neurales en el
hipocampo.

18. El factor del crecimiento epidérmico es un agente mitdbgeno conocido para las células precursoras
neurales.

19. El factor del crecimiento transformante-alfa (TGFalfa) es un agente mitogénico conocido para las
células precursoras neurales.

20. La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) activa la liberacion de LH y puede utilizarse en
combinacion o en lugar de las feromonas/LH/hCG para aumentar los niveles en circulacién de la LH y
potenciar la proliferacion de las células precursoras neurales.

21. Factor neurotréfico ciliar y factor inhibidor de leucemia: Ambos agentes y otros sefializan a través
de la subunidad gp130. Se ha demostrado que esta via de sefializacion estimula la autorrenovacién de
las células precursoras neurales, expandiendo con ello la poblacién de las células precursoras
neurales del cerebro. Estos agentes pueden utilizarse en combinacién con feromonas/LH/hCG para
estimular la proliferacion de las células precursoras neurales y aumentar el tamafio de la poblacién de
las células precursoras neurales dentro del SNC.

La presente invencién también proporciona métodos para aumentar la formacion de neuronas a partir de células
precursoras neurales in vitro o in vivo. En particular, se proporcionan métodos para potenciar la produccion de
nuevas neuronas olfatorias.

El aumento en células precursoras neurales o neuronas es preferiblemente de al menos aproximadamente 10%,
mas preferiblemente de al menos aproximadamente 20%, aln mas preferiblemente de al menos aproximadamente
30%, aun mas preferiblemente de al menos aproximadamente 40%, aun mas preferiblemente de al menos
aproximadamente 50%, y aun mas preferiblemente de al menos aproximadamente 60%. Lo mas preferiblemente, el
aumento es de al menos aproximadamente 80%.
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La presente invencidn también proporciona un método para tratar o mejorar una enfermedad o trastorno
neurodegenerativo en un animal, en particular un mamifero. Esto puede lograrse, por ejemplo, administrando una
cantidad eficaz de una LH y/o hCG al mamifero, o transplantando al mamifero células precursoras neurales, células
progenitoras derivadas de células precursoras neurales, neuronas y/o células gliales producidas segun la presente
invencion. Preferiblemente, se transplantan células precursoras neurales. Ademas del transplante, también pueden
proporcionarse LH/hCG y/u otros agentes al receptor del transplante, en particular al mismo tiempo o después del
transplante.

Un trastorno neurodegenerativo particularmente interesante es el envejecimiento. Los inventores han descubierto
que el numero de células precursoras neurales en la zona subventricular es significativamente reducido en ratones
ancianos. Por consiguiente, serd de particular interés mejorar problemas asociados con el envejecimiento
aumentando el nimero de células precursoras neurales con feromonas/LH/hCG.

Por ejemplo, las células precursoras neurales en la zona subventricular son la fuente de neuronas olfatorias, y la
disfuncion olfatoria es una caracteristica de enfermedades neurodegenerativas del cerebro anterior, tales como las
enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington. La alteracion de la migracion neuronal hacia el bulbo olfatorio
conduce a déficits en la discriminacion olfatoria, y si se duplican las nuevas interneuronas olfatorias se potencia la
creacién de nueva memoria olfatoria (Rochefort et al., 2002). Por tanto, pueden utilizarse las feromonas/LH/hCG
para potenciar la discriminacion olfatoria o la memoria olfatoria, asi como las funciones fisiolégicas asociadas con el
olfato y la discriminacién olfatoria, tales como el apareamiento, el reconocimiento y la cria de la descendencia.

Otra aplicacion particularmente importante de la presente invencion es el tratamiento y/o la mejoria de lesiones del
SNC, tales como ictus.

Composiciones

La presente invencion proporciona composiciones que comprenden una feromona, LH o hCG, y opcionalmente al
menos otro agente. El otro agente es capaz de aumentar el niUmero de células precursoras neurales o de potenciar
la diferenciacion de células precursoras neurales en neuronas o células gliales, segun se describié anteriormente. El
otro agente se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en la hormona estimulante del foliculo (FSH), la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), la prolactina, el péptido liberador de prolactina (PRP), la
eritropoyetina, el AMP ciclico, el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP), la serotonina,
la proteina morfogénica 6sea (BMP), el factor del crecimiento epidérmico (EGF), el factor del crecimiento
transformante-alfa (TGFalfa), el factor del crecimiento transformante-beta (TGFbeta), el factor del crecimiento de
fibroblastos (FGF), el estrégeno, la hormona del crecimiento, la hormona liberadora de la hormona del crecimiento,
los factores del crecimiento de tipo insulinico, el factor inhibidor de leucemia, el factor neurotréfico ciliar (CNTF), el
factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF), la hormona tiroidea, la hormona estimulante de la hormona tiroidea,
el erizo sénico (SHH) y/o el factor del crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Lo mas preferiblemente, se
afiaden eritropoyetina, prolactina, EGF y/o PACAP.

La feromona puede ser cualquier feromona que sea capaz de aumentar el nimero de células precursoras neurales
en el mamifero. Los ensayos para determinar si una sustancia es capaz de aumentar el ndmero de células
precursoras neurales estan establecidos en la técnica y se describen en la presente (por ejemplo, véanse los
ejemplos 1y 3). La feromona se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en 2-sec-butil-4,5-dihidrotiazol
(SBT), 2,3-deshidro-exo-brevicomina (DHB), alfa- y beta-farnesenos, 6-hidroxi-6-metil-3-heptatona, 2-heptanona,
trans-5-hepten-2-ona, trans-4-hepten-2-ona, acetato de n-pentilo, acetato de cis-2-penten-1-ilo, 2,5-dimetilpirazina,
propionato de dodecilo, y acetato de (Z)-7-dodecen-1-ilo (véase, por ejemplo, Dulac et al., 2003).

La LH/hCG util en la presente invencion incluye cualquier analogo o variante de LH o hCG que sea capaz de
aumentar el niumero de células precursoras neurales. Un analogo o variante de LH/hCG comprende una proteina
gue contiene aproximadamente 30% de la secuencia de aminoacidos de al menos una subunidad de la LH o hCG
nativa humana, y que posee una actividad bioldgica de la LH o hCG nativas. Preferiblemente, la actividad biologica
de LH o hCG es la capacidad para unirse a receptores de LH/hCG. Se incluyen especificamente como LH/hCG los
variantes de LH/hCG naturales; las LH/hCG de diversas especies de mamifero que incluyen, pero no se limitan a
seres humanos, otros primates, rata, raton, oveja, cerdo y ganado vacuno; y los analogos que se emplean
habitualmente listados en la siguiente tabla 1. Puede utilizarse GnRH o uno de sus analogos en lugar o ademas de
LH/hCG.
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Tabla 1. Andlogos habituales de GnRH, LH y hCG
Agonistas de GnRH/LHRH
Agonista de GnRH, leuprorrelina (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt)
Buserelina: otro agonista de LHRH
Serofeno: una medicacion recetada que inicia la liberacion de GnRH
LH
Luveris® (lutropina alfa): hormona luteinizante pura (LH humana recombinante)
hCG
Ovidrel ®/Ovitrelle ®1 (coriogonadotropina alfa): gonadotripona coriénica recombinante (r-hCG)

Pregnyl®: es una preparacion inyectable muy purificada de gonadotropina coriénica humana obtenida a partir de la
orina de mujeres embarazadas. Pregnyl se ha utilizado en todo el mundo desde 1932.

NOVAREL ™ (gonadotropina coriénica para inyeccion, USP)
Profasi: gonadotropina corionica humana (hCG). Profasi se administra por via intramuscular

De manera similar, cualquier compuesto o agente adicional que sea Util en la presente invencion incluye sus
anélogos y variantes que compartan una similitud sustancial y al menos una actividad biolégica con los compuestos
0 agentes nativos. Por ejemplo, puede utilizarse EGF junto con LH/hCG en la presente invencion. Ademas del EGF
nativo también puede utilizarse un analogo o variante de EFG, que comparta una similitud de secuencia de
aminoacidos sustancial con el EGF nativo, asi como al menos una actividad bioldgica con el EGF nativo, tal como la
unién al receptor de EGF. Se incluye particularmente como EGF el EGF nativo de cualquier especie, TGFalfa, o
EGF modificado recombinante. Los ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a EGF maodificado
recombinante que tiene una deleciéon de los dos aminoacidos C-terminales y una sustitucion de un aminoacido
neutro en la posicion 51 (en particular EGF51gIn51; publicacién de solicitud de patente de EEUU n°
20020098178A1), la muteina de EGF (EGF-Xi6) en la que el resto His en la posicion 16 se reemplaza por un
aminoacido neutro o 4cido (patente de EEUU n° 6.191.106), el mutante de delecion de 52 amino&cidos de EGF que
carece del resto amino-terminal del EGF nativo (EGF-D), el mutante de delecion de EGF en el que el resto N-
terminal, asi como los dos restos C-terminales (Arg-Leu) estan delecionados (EGF-B), el EGF-D en el que el resto
Met en la posicion 21 esta oxidado (EGF-C), el EGF-B en el que el resto Met en la posicién 21 esta oxidado (EGF-
A), el factor del crecimiento de tipo EGF de unién a la heparina (HB-EGF), betacelulina, anfirregulina, neurregulina, o
una proteina de fusion que comprende cualquiera de los anteriores. Otros analogos o variantes de EGF Utiles se
describen en la publicacién de solicitud de patente de EEUU n° 20020098178A1, y en las patentes de EEUU n°
6.191.106 y 5.547.935.

Como otro ejemplo, PACAP también puede utilizarse junto con LH/hCG. Los analogos y variantes de PACAP (tiles
incluyen, sin limitarse a los variantes de 38 aminoacidos y de 27 aminoacidos de PACAP (PACAP38 y PACAP27,
respectivamente), y los analogos y variantes descritos, por ejemplo, en las patentes de EEUU n°® 5.128.242;
5.198.542; 5.208.320; 5.326.860; 5.623.050; 5.801.147; y 6.242.563.

Los analogos y variantes de eritropoyetina se describen, por ejemplo, en las patentes de EEUU n° 6.048.971 y
5.614.184.

También se contemplan en la presente invencion los agonistas funcionales de LH/hCG u otros agentes Utiles en la
presente invencion. Estos agonistas funcionales se unen y activan el receptor del agente nativo, aunque no
comparten necesariamente una similitud de secuencia sustancial con el agente nativo. Por ejemplo, el maxadilano
es un polipéptido que actia como un agonista especifico del receptor de tipo 1 de PACAP (Moro et al., 1997).

Los agonistas funcionales de EPO se han estudiado a fondo. EI EMP1 (péptido mimético 1 de EPO) es uno de los
miméticos de EPO descritos en Johnson et al., 2000. Se describen miméticos de EPO de péptidos cortos por
ejemplo en Wrighton et al., 1996, y la patente de EEUU n° 5.773.569. Se describen miméticos de EPO de molécula
pequefia por ejemplo en Kaushansky, 2001. Se describen anticuerpos que activan el receptor de EPO por ejemplo
en la patente de EEUU n° 5.885.574; los documentos WO 96/40231 y WO 97/48729.

Se han descrito anticuerpos que tienen actividades agonistas por el receptor de EGF, por ejemplo en Fernandez-Pol,
1985, y la patente de EEUU n° 5.723.115. Ademas, también se describen secuencias de aminoacidos activantes en
la patente de EEUU n° 6.333.031 para el receptor de EPO, el receptor de EGF, el receptor de prolactina y muchos
otros receptores de la superficie celular; pueden encontrarse ligandos de receptores complejados con metales con
actividades agonistas para la prolactina y receptores de EPO en la patente de EEUU n° 6.413.952. Otros métodos
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para identificar y preparar ligandos para receptores, por ejemplo, receptores de EPO y prolactina, se describen, por
ejemplo, en las patentes de EEUU n° 5.506.107 y 5.837.460.

En la siguiente tabla 2 también pueden encontrarse analogos utilizados habitualmente de ciertos otros agentes:
Tabla 2. Analogos habituales de otros agentes
FSH

Folitropina beta; Follistim/Puregon®, hormona estimulante del foliculo (FSH) recombinante, gonadotropina pura
muy utilizada para tratar la infertilidad; lanzada por Organon en 1996

GONAL-f™ (folitropina alfa), hormona estimulante del foliculo humana recombinante que es equivalente en su
estructura a la FSH humana natural en el cuerpo

BRAVELLE ™ (urofolitropina para inyeccion, purificada); FSH derivada de humanos (Hfsh) muy purificada, la Gnica
FSH derivada de humanos aprobada para inyeccion subcutanea (SC) e intramuscular (IM)

PRP (péptido liberador de prolactina)

hPRP,  Ser-Arg-Thr-His-Arg-His-Ser-Met-Glu-lle-Arg-Thr-Pro-Asp-lle-Asn-Pro-Ala-Trp-Tyr-Ala-Ser-Arg-Gly-lle-Arg-
Pro-Val-Gly-Arg-Phe-NH2

LIF

Emfilermin (r-LIF), fallo en la implantacién del embrién; ain en estudios clinicos (NO HA SIDO APROBADO)
EPO

NeoRecormon, eritropoyetina beta, Roche

Epoyetina omega, Baxter International Inc.; caracteristicas fisicoquimicas diferentes de otras eritropoyetinas o EPO
(alfa y beta); actualmente aprobado para su venta en 15 paises fuera de EEUU y Europa Occidental

Darbopoyetina

TH

Armour Thyroid, farmaco de sustitucién de la hormona tiroidea desecada natural, Forest Pharmaceuticals
Cytomel, liotironina sodio sintética (T3), King Pharmaceuticals

Levothroid, levotiroxina sintética, Forest Pharmaceuticals (en la actualidad no aprobado por FDA, diciembre 2003)
Levoxyl, levotiroxina sintética, King Pharmaceuticals

Nature-thorid y Westhroid, farmaco de sustitucion de la hormona tiroidea desecada natural, Western Research
Laboratories

Synthroid, levotiroxina sintética, Abbott Laboratories

Thyrolar, liotrix sintético, una combinacién de L-triyodotironina (T3) y levotiroxina sodio (T4)
Unithroid, levotiroxina sintética, Jerome Stevens Pharmaceuticals

TSH

Thyrogen, una hormona estimulante del tiroides (TSH) sintética para su uso en pacientes con cancer de tiroides,
Genzyme Pharmaceuticals, en la actualidad aprobada por FDA

TRH (hormona liberadora de hormona tiroidea)
pGlu-His-Pro amida
THYREL® TRH (protirelina)

Debe advertirse que la cantidad eficaz de cada analogo, variante o agonista funcional puede ser diferente de la del
compuesto 0 agente nativo, y que la cantidad eficaz en cada caso puede ser determinada por los expertos en la
técnica segun la presente descripcion. Preferiblemente, en la presente invencién se utilizan los agentes nativos, o
los analogos y variantes que comparten una similitud de secuencia sustancial con los agentes nativos.
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También se proporcionan composiciones farmacéuticas, que comprenden una LH/hCG, otro agente segun se
describié anteriormente, y un excepiente y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse a través de cualquier via conocida en la técnica, tal como
por via parenteral, intratecal, intravascular, intravenosa, intramuscular, transdérmica, intradérmica, subcutanea,
intranasal, topica, oral, rectal, vaginal, pulmonar, o intraperitoneal. Por ejemplo, en el ejemplo 6 se demuestra que la
inyeccion intramuscular es una via eficaz para administrar hCG para que ejerza su funcion en el cerebro.
Preferiblemente, la composicion se administra al sistema nervioso central mediante inyeccién o infusion. Mas
preferiblemente, se administra en un ventriculo del cerebro, en particular en el ventriculo lateral. Como alternativa, la
composicién se administra preferiblemente mediante vias sistémicas, tales como administracién subcutdnea. Por
ejemplo, se ha descubierto que la prolactina, la hormona del crecimiento, IGF-1, PACAP y EPO pueden
administrarse con eficacia mediante la administracion subcutanea para modular el nimero de células precursoras
neurales en la zona subventricular.

Cuando la composicién no se administra directamente al cerebro, y las moléculas en la composiciéon no atraviesan
con facilidad la barrera hematoencefdlica, puede incluirse opcionalmente un permeabilizante de la barrera
hematoencefalica para facilitar la entrada en el cerebro. Los permeabilizantes de la barrera hematoenceféalica son
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, bradiquinina y los agonistas de bradiquinina descritos en las
patentes de EEUU n° 5.686.416; 5.506.206; y 5.268.164 (tal como NH;-arginina-prolina-hidroxiproxiprolina-glicina-
tienilalanina-serina-prolina-4-Me-tirosina.psi.(CH2NH)-arginina-COOH). Como alternativa, las moléculas pueden
conjugarse a anticuerpos del receptor de transferrina segun se describe en las patentes de EEUU n° 6.329.508;
6.015.555; 5.833.988; 0 5.527.527. Las moléculas también pueden administrarse como una proteina de fusion que
comprende la molécula y un ligando que es reactivo con un receptor de células endoteliales capilares cerebrales, tal
como el receptor de transferrina (vease, por ejemplo, la patente de EEUU n° 5.977.307).

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse mezclando los agentes terapéuticos deseados con un vehiculo
apropiado adecuado para la via prevista de administracién. Cuando se prepara la composicion farmacéutica de esta
invencion, los agentes terapéuticos habitualmente se mezclan con un excipiente, son diluidos por un excipiente, o
estan encerrados dentro de dicho vehiculo que puede estar en forma de una cpsula, sobre, papel u otro recipiente.
Cuando el excipiente farmacéuticamente aceptable actia como diluyente, puede ser un material sélido, semisélido o
liquido, que actia como vehiculo, portador o medio para el agente terapéutico. Por tanto, las composiciones pueden
estar en forma de comprimidos, pildoras, polvos, pastillas, sobres, trociscos, elixires, suspensiones, emulsiones,
disoluciones, jarabes, aerosoles (como un sélido o en un medio liquido), unglientos que contienen, por ejemplo,
hasta 10% en peso de los agentes terapéuticos, capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios, disoluciones
inyectables estériles, y polvos envasados estériles.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen fluido espinal cerebral artificial, lactosa, dextrosa, sacarosa,
sorbitol, manitol, almidones, goma arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio,
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua estéril, jarabe, y metilcelulosa. Las formulaciones también
pueden incluir agentes lubricantes, tales como talco, estearato de magnesio, y aceite mineral; agentes humectantes;
agentes emulgentes y suspensores; agentes conservantes, tales como metil- y propilhidroxibenzoatos; agentes
edulcorantes; y agentes aromatizantes. Las composiciones de la invencién pueden formularse para proporcionar una
liberacion rapida, sostenida o retrasada de los agentes terapéuticos después de la administraciéon al paciente
empleando procedimientos conocidos en la técnica.

Para preparar composiciones sélidas, tales como comprimidos, el agente terapéutico se mezcla con un excipiente
farmacéutico para formar una composiciéon de preformulaciéon sélida que contiene una mezcla homogénea de un
compuesto de la presente invencién. Cuando se indica que estas composiciones de preformulacién son
homogéneas, esto significa que los agentes terapéuticos estan dispersados uniformemente a través de la
composicién de modo que la composicién puede subdividirse con facilidad en formas de dosificacion unitaria
igualmente eficaces, tales como comprimidos, pildoras y capsulas.

Los comprimidos o pildoras de la presente invencion pueden revestirse o componerse de otra forma para
proporcionar una forma de dosificacién que tenga la ventaja de una accién prolongada. Por ejemplo, el comprimido o
pildora puede comprender un componente de dosificacion interna y de dosificacion externa, estando este Gltimo en
forma de una envuelta sobre el primero. Los dos componentes pueden estar separados por una capa entérica que
actla para resistir a la disgregacion en el estbmago y permite que el componente interno pase intacto hacia el
duodeno o que se retrase su liberacion. Puede utilizarse una diversidad de materiales para estos revestimientos o
capas entéricos, incluyendo dichos materiales una serie de acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con
materiales tales como goma laca, alcohol cetilico, y acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las que pueden incorporarse las nuevas composiciones de la presente invencion para la
administracion oral o mediante inyeccion incluyen disoluciones acuosas, jarabes aromatizados de forma apropiada,
suspensiones acuosas u oleosas, y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles, tales como aceite de maiz,
aceite de semilla de algodon, aceite de sésamo, aceite de coco, o aceite de cacahuete, asi como elixires y vehiculos
farmacéuticos similares.
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Las composiciones para inhalacién o insuflacién incluyen disoluciones y suspensiones en disolventes organicos o
acuosos farmacéuticamente aceptables o sus mezclas, y polvos. Las composiciones liquidas o sélidas pueden
contener excipientes farmacéuticamente aceptable adecuados segun se describe en la presente. Las composiciones
se administran mediante la via respiratoria nasal u oral para un efecto local o sistémico. Las composiciones,
preferiblemente en disolventes farmacéuticamente aceptables, pueden nebulizarse mediante el uso de gases
inertes. Las disoluciones nebulizadas pueden ser inhaladas directamente desde el dispositivo de nebulizacion, o el
dispositivo de nebulizaciéon puede fijarse a una mascarilla facial de tipo tienda o a una maquina respiratoria de
presion positiva intermitente. Pueden administrarse composiciones en disolucién, suspensién o polvo,
preferiblemente por via oral o nasal, a partir de dispositivos que administran la formulacion de una manera
apropiada.

Otra formulaciéon empleada en los métodos de la presente invencion emplea dispositivos de administracion
transdérmica (“parches”). Estos parches transdérmicos pueden utilizarse para proporcionar una infusion continua o
discontinua del agente terapéutico de la presente invencion en cantidades controladas. La construccion y el uso de
parches transdérmicos para la administracion de agentes farmacéuticos es muy conocida en la técnica. Véase, por
ejemplo, la patente de EEUU n° 5.023.252.. Estos parches pueden construirse para una administracion continua,
pulsétil o a peticion de los agentes farmacéuticos.

Otras formulaciones adecuadas para su uso en la presente invencion pueden encontrarse en Remington’'s
Pharmaceutical Sciences.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar la invencién y no deben considerarse de ninguna manera limitante
del alcance de la presente invencion.

EJEMPLOS

En los siguientes ejemplos, las siguientes abreviaturas tienen los siguientes significados. Las abreviaturas no
definidas tienen su significado generalmente aceptado.

TUNEL = marcaje de mella terminal de dUTP mediado por desoxinucleotidiltransferasa terminal
°C = grados Celsius

hr = hora

min = minuto

puM = micromolar

M = molar

ml = mililitro

pl = microlitro

mg = miligramo

ug = microgramo

FBS = suero bovino fetal

PBS = disolucion salina tamponada con fosfato
DMEM = medio de Eagle modificado de Dulbecco
MEM = medio de Eagle modificado

EGF = factor del crecimiento epidérmico

CPN = célula precursora neural

SVZ = zona subventricular

PACAP = polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria
AMPc = AMP ciclico

BMP = proteina morfogénica 6sea

FCE = fluido cerebroespinal
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Materiales y métodos
Ratones hembra expuestos al olor de ratones macho

Ratones (CD1, 10 semanas de edad) fueron expuestos continuamente al olor del género opuesto o del mismo
género durante dos semanas. Un componente de interaccion social no fue parte de este estudio. En su lugar, los
ratones solo fueron expuestos a los olores del género opuesto. Esto resultd necesario para controlar las confusiones
gue surgirian si se hiciese de otro modo. Por ejemplo, si los machos se colocasen junto con las hembras, esto
permitiria a los animales aparearse. El estudio de Fowley sobre ratones de campo (2002) ha demostrado un
aumento en la neurogénesis de ratones de campo hembra embarazadas, y aiin més significativamente, el estudio de
Shingo et al. (2003) demostré que el embarazo y el apareamiento por si solos pueden producir un aumento en la
neurogénesis. Por tanto, si se observase un efecto neurogénico seria imposible concluir que habia sido mediado
s6lo por la exposicién al olor.

Con esto en mente, se establecié un protocolo de exposicion continua de dos semanas para realizar este estudio, en
el que la duracién del intervalo de tiempo se eligié para tomar en cuenta la naturaleza variable de la proliferacion de
células neuronales en diferentes condiciones ambientales. Esto también asegura que un incremento en la
proliferacion de células progenitoras neuronales no fuese pasado por alto, porque estudios previos del
comportamiento han demostrado que los aumentos en las células progenitoras neuronales varian de un periodo de
un dia a un periodo de dos semanas (Kempermann y Gage, 1999; Fowler et al., 2002).

Brevemente, ratones macho se colocan en una jaula limpia durante dos dias. Los ratones macho entonces se
retiraron de la jaula con olores masculinos, y los ratones hembra se alojaron en la jaula durante un periodo de
tiempo deseado.

Un total de 18 ratones hembra (CD-1, 10 semanas de edad) se escogieron primero para someterse a una exposicion
continua a olor de ratén macho (CD-1, 10 semanas de edad) o hembra. De los 18, 3 fueron asignados
aleatoriamente para ser expuestos durante 2 dias a olor masculino. Otros 3 participaron en la exposicién al olor
masculino durante 7 dias, y otros 3 a la condiciéon de exposicion al olor masculino durante 14 dias. De manera
similar, otros 3 fueron asignados aleatoriamente para someterse a 2 dias de olor femenino. Otros 3 se eligieron para
que participasen en la condicion de exposicion al olor femenino durante 7 dias, y los 3 restantes se colocaron en la
condicion de exposicion al olor femenino durante 14 dias.

Asi, en la primera etapa, 9 ratones macho se colocaron en jaulas limpias durante 2 dias. Después de que los
machos dejaran su olor en las jaulas durante dos dias, estos se trasladaron a una nueva jaula limpia. Después las
hembras se trasladaron a la jaula con el olor masculino durante 2 dias para someterse al olor del género opuesto.
Para las hembras asignadas a la exposicion de 2 dias, el intervalo de tiempo se completo, pero las asignadas a las
exposiciones de 7 y 14 dias tuvieron que repetir la secuencia, fundamentalmente siendo trasladadas a una nueva
jaula con el olor de los mismos machos, para completar el intervalo de tiempo.

Para comparar los efectos que la exposicion de las hembras al olor del género opuesto en un intervalo de tiempo
pueda tener sobre la neurogénesis, el resto de los 9 ratones hembra seleccionados anteriormente también se
sometieron al olor continuo de un género, pero del mismo género, con el mismo esquema que el indicado
anteriormente.

Cuando llegé la fecha final del intervalo de tiempo de un grupo se administraron inyecciones de BrdU a los ratones
para marcar las células proliferantes en la SVZ. Se realizaron posteriores analisis inmunohistoquimicos y se indican
a continuacion.

Inmunohistoquimica

Para examinar el niumero de células progenitoras en la SVZ después del tratamiento se utilizaron inyecciones de
bromodesoxiuridina (BrdU) para marcar estas células. Los animales recibieron inyecciones de BrdU (120 mg/kg, i.p.,
disuelta en NaOH al 0,007% en tampén fosfato) cada 2 horas durante un periodo de 10 horas. Cada inyeccion de
BrdU marca sélo a las células proliferantes en la fase S, y el objetivo de tener una serie de inyecciones de BrdU es
asegurarse de la disponibilidad continua de BrdU para su incorporacion completa (Morshead y van der Kooy, 1992).

Los animales se sacrificaron mediante sobredosis de anestésico y se perfusionaron transcardialmente con
paraformaldehido al 4% en PBS, pH 7,2. Los cerebros se postfijaron en la misma disolucién de paraformaldehido
durante la noche a 4 °C, y se crioprotegieron durante 24 horas en sacarosa al 20% en PBS. Los cerebros entonces
se introdujeron en el compuesto Tissue Tek O.C.T. (Sakura Fineteck, Torrance, CA) antes de ser criocortados en
secciones a 14 um.

Los anticuerpos utilizados para la tincién fueron anti-BrdU de rata y anti-DCX de cobaya.

Las secciones se postfijaron con acetona durante 30 segundos a temperatura ambiente y se lavaron con PBS. Para
la tincién con BrdU, el tejido se traté con HCI 1 M durante 22 minutos a 60 °C para desnaturalizar el ADN celular.
Entonces las secciones se incubaron durante 24 horas a temperatura ambiente en anticuerpo primario (anti-BrdU de
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rata, 1:50) diluido en PBS-T al 0,3% que contenia NGS al 10%, se lavd con PBS, y después se incubd con
anticuerpos secundarios antirrata de cabra conjugados con biotina (1:200) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de enjuagar con ddH0O, las secciones se montaron con Fluorosave, debido a que la tincién se visualiza
con CY3-estreptavodina, y se visualizaron con un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot.

Para la tincion de DCX, las secciones se incubaron durante 24 horas a temperatura ambiente con anticuerpo
primario (anti-DCX de cabra, 1:500) diluido en PBS-T al 0,3% que contiene NGS al 10%, se lavo con PBS, y
después se incubd con anticuerpo secundario con biotina anti-cabra de burro durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de enjuagar, se realizd un procedimiento de amplificacién lavando los portaobjetos con PBS e
incubando con CY3-estreptavodina y Hoechst durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de enjuagar con
ddH.0 las secciones se montaron con Fluorosave y se visualizaron con un Zeiss Axiophot.

Cuantificacién de los resultados de la inmunohistoquimica

BrdU en la SVZ: Se recogié una serie de una en diez secciones coronales (14 pum) desde la punta rostral del
ventriculo lateral hasta el aspecto mas caudal de los ventriculos (un total de 10 secciones). Las células BrdU-
positivas entonces se contaron en la capa ependimaria-subependimaria definitoria.

DCX en la esquina dorsolateral de la SVZ: Se realiz6 una serie de de una en diez secciones coronales (14 um)
desde la punta rostral del ventriculo lateral hasta 980 um caudal de los ventriculos (un total de 10 secciones). Las
células DCX-positivas entonces se contaron en la esquina dorsolateral.

Ratones macho expuestos al olor de ratones hembra

Para determinar si el olor del género opuesto tiene algun efecto sobre los ratones macho se utilizd la misma
metodologia para exponer continuamente ratones macho al olor de ratones hembra. Se utilizé un intervalo de tiempo
idéntico de 2 dias, 7 dias, y 14 dias de exposicion al olor de ratones hembra, asi como una exposicién de 2 dias, 7
dias, y 14 dias de exposicion al olor de ratones macho como comparacion. Los componentes inmunohistoquimicos y
de cuantificacién también fueron idénticos al disefio para las hembras.

Cultivo de células precursoras neurales y factores del crecimiento

La generacion y la diferenciacion de esferas del cerebro anterior embrionario y de adulto se realiz6 como se
describié previamente con pequefias modificaciones (Reynolds y Weiss, 1992; Reynolds et al., 1992). Brevemente,
se retiraron los complejos estriadopalidales de embriones de ratén en E14 y se introdujeron en PBS que contenia
glucosa al 0,6%, penicilina (50 U/ml), y estreptomicina (50 U/ml; ambos de Life Technologies, Gaithersburg, MD) y
después se trasladaron al medio de cultivo convencional compuesto por DMEM-F12 (1:1), glucosa (al 0,6%),
glutamina (2 mM), bicarbonato de sodio (3 mM), tampén HEPES (5 mM), insulina (25 ug/ml), transferrina (100
png/ml), progesterona (20 nM), putrescina (60 uM), y cloruro de selenio (30 nM) (todos de Sigma, St. Louis, MO,
excepto la glutamina que es de Life Technologies). Para los cultivos de células precursoras neurales de adulto, se
diseccionaron las porciones mediana y lateral de la capa subependimaria del ventriculo lateral del cerebro de adulto,
de ambos hemisferios, se reunieron, después se cortaron en fragmentos de 1 mm?, y se trasladaron al medio de
cultivo convencional que contenia tripsina 1,33 mg/ml, hialuronidasa 0,67 mg/ml, y acido quinurénico 0,2 mg/ml
(todos del Sigma). Después de 30 min a 37 °C, el tejido se trasladd al medio de cultivo convencional que contenia
inhibidor de tripsina 0,7 mg/ml (Roche Diagnostics, Laval, Quebec, Canadd). Los trozos de tejido se disociaron de
modo mecanico con micropipetas. Las células se sembraron a diversas densidades en el medio de cultivo
convencional, que también contenia EGF (humano recombinante 20 ng/ml; Peprotech, Rocky Hill, NJ). Las células
se cultivaron durante 7 dias in vitro (DIV) y formaron agrupaciones de células flotantes (esferas). Todos los ratones
de los experimentos de cultivo se sacrificaron mediante dislocacién cervical.

Implantacion de las bombas osmaéticas e infusién del factor del crecimiento

Dieciséis ratones CD-1 de 8 semanas (Charles-River, Laval, Quebec, Canadd) se anestesiaron con pentobarbital
sodio (120 mg/kg, i.p.) y se implantaron con bombas osmoéticas (Alzet 1007D; Alza, Palo Alto, CA). Las canulas se
localizaron en el ventriculo lateral derecho (anteroposterior +0,2 mm, lateral +0,8 mm al bregma, y dorsoventral 2,5
mm por debajo de la dura con el craneo nivelado entre lambda y bregma). Se disolvié LH (LH humana derivada de la
pituitaria 33 pg/ml; the National Hormone and Peptide Program, University of California Los Angeles, CA, EEUU) en
disolucién salina al 0,9% que contenia albumina de suero de raton 1 mg/ml (Sigma). Cada animal se infusiono
durante 6 dias con vehiculo solo o con LH a un caudal de 0,5 pl/hr, dando como resultado una administracion de 400
ng/d de LH.

El ensayo TUNEL

Se realiz6 un marcaje TUNEL utilizando el kit de muerte celular in situ de ROCHE (n° de catélogo 1 684 795) segun
las instrucciones del fabricante para su uso con tejido congelado.
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EJEMPLO 1
LOS OLORES DEL GENERO OPUESTO ESTIMULAN LA PROLIFERACION

Para determinar el impacto de los olores masculino o femenino, ratones adultos fueron expuestos a los olores del
género opuesto durante 2 dias, 7 dias o 14 dias. Un grupo control fue expuesto a los olores del mismo género
durante el mismo periodo de tiempo. Los ratones entonces recibieron BrdU para marcar las células proliferantes, y
se identificaron las localizaciones de las células BrdU-positivas mediante estudios inmunohistoquimicos. Los ratones
hembra o macho también se expusieron a jaulas sin olor control en experimientos paralelos durante 7 dias
(hembras) o 2 dias (machos), y estos animales no se diferenciaban de los animales expuestos a los olores del
mismo sexo (los datos no se muestran).

Tal como se muestra en la figura 1A, las células proliferantes en la SVZ de ratones hembra permanecieron al mismo
nivel después de ser expuestas a olores femeninos durante 2, 7 o0 14 dias. Sin embargo, en el grupo de hembras
expuestas al olor masculino, las células proliferantes en la SVZ cambiaron con el tiempo: aumentaron
significativamente después de 7 dias y disminuyeron significativamente después de 14 dias. Una exposicion de 2
dias no produjo ningun efecto significativo. Se observé el mismo patron cuando se utilizé Ki67 para marcar las
células proliferantes (figura 1B), lo cual indica que el cambio en las células BrdU-positivas refleja un cambio en el
nivel de proliferacion, en lugar de una captacion preferida de BrdU.

Los ratones macho y hembra utilizados en los anteriores experimentos fueron de la misma camada o previamente se
habian trasladado juntos. Por tanto, habian sido expuestos a los olores de cada uno antes de realizar los
experimentos. Para excluir la posibilidad de que este efecto fuera especifico de las crias de la misma camada o de
animales que habian sido preexpuestos al olor de interés, se emplearon ratones de diferentes camadas que no
habian estado previamente juntos para repetir los experimentos. Se observaron efectos similares tanto si los ratones
pertenecian o no a la misma camada (figura 1C), lo cual indica que los efectos del olor masculino no se limitan a
camadas concretas ni a la preexposicién del olor.

Los olores femeninos también afectan a la proliferacion en cerebros de ratones macho, pero con un patrén temporal
diferente. Cuando los machos se expusieron a los olores femeninos durante 2 dias, se produjo un aumento brusco
en el nimero de células BrdU-positivas (figura 2A) o células Ki67-positivas (figura 2B). Sin embargo, después de una
exposicion de 7 dias o de 14 dias, el nUmero de nuevas células proliferadas disminuyé hasta el nivel control. Al igual
que con los ratones hembra, pueden observarse los efectos de los olores femeninos cuando se emplean diferentes
camadas (figura 2C).

De manera sorprendente, las células precursoras neurales en el hipocampo también responden a olores especificos
de género. De nuevo, la exposiciéon durante dos dias a olores masculinos no produjo efectos significativos sobre
ratones hembra, pero la exposicién durante 7 dias produjo un aumento significativo en la proliferacion en el
hipocampo (figura 3). Después de una exposicién durante 14 dias, los niveles de células proliferantes eran
significativamente menores en hembras expuestas a olores masculinos cuando se comparan con las hembras que
estuvieron expuestas a olores femeninos. Por lo que saben los inventores, esta es la primera vez que se ha
demostrado que un estimulo distinto a los factores del crecimiento (por ejemplo, EGF mas FGF) ejerce los mismos
efectos sobre las células precursoras neurales en la SVZ y en el hipocampo.

Como control adicional, ratones hembra fueron expuestas a olores de ratones macho castrados durante 7 dias. Los
resultados demuestran que el nimero de células marcadas con BrdU en la SVZ o en el hipocampo no aumenté en
estas hembras, comparado con las hembras que habian sido expuestas a olores masculinos fingidos. Los olores
masculinos fingidos son jaulas con olor de ratones macho que se habian sometido a una cirugia de castracion
fingida. Las hembras expuestas a los olores de estos machos castrados fingidos mostraron una neurogénesis
inducida por feromonas sexuales, pero las hembras expuestas a los olores de los machos castrados no mostraron
un aumento en la neurogénesis. De modo similar, ratones macho expuestos a los olores de hembras
adrenalectomizadas durante dos dias tampoco mostraron un aumento en el nimero de células marcadas con BrdU
en la SVZ o en el hipocampo, comparado con los machos expuestos a olores femeninos fingidos. Se sabe que la
castracion y la adrenalectomia reducen los niveles de feromonas (Ma et al., 1998; Kiyokawa et al., 2004; Zhang J. et
al., 2001). Estos resultados también apoyan la observacion de que las feromonas inducen la proliferacion de células
precursoras neurales en la SVZ y en el hipocampo del género opuesto.

EJEMPLO 2

LOS OLORES DEL GENERO OPUESTO ESTIMULAN LA NEUROGENESIS PERO NO LA SUPERVIVENCIA
CELULAR

La neurogénesis también fue potenciada tras la exposicién a los olores del género opuesto. Asi, se tifieron
secciones de tejidos del ejemplo 1 para la doblecortina, una proteina citoplasmica expresada en células progenitoras
neurales, para determinar el grado de neurogénesis en los ratones descritos anteriormente. Al igual que en el caso
de las células proliferantes, los ratones hembra tenian significativamente mas células doblecortina-positivas después
de una exposicion durante 7 dias a olores masculinos (figura 4), mientras que los ratones macho tenian
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significativamente més células doblecortina-positivas después de una exposicion durante 2 dias a olores femeninos
(figura 5).

Para determinar si las feromonas del género opuesto también afectan a la supervivencia de las células neurales se
realizé un ensayo TUNEL. Los resultados indican que no puede observarse ninguna diferencia significativa en la
SVZ (figura 6A) o en el bulbo olfatorio (figura 6B) de ratones hembra después de una exposicion durante 7 dias a
olores masculinos.

EJEMPLO 3
LOS EFECTOS DE LH in vivo E in vitro

Se sabe que las feromonas masculinas aumentan los niveles de la hormona luteinizante (LH) y disminuyen los
niveles de prolactina, mientras que las feromonas femeninas estan asociadas con un aumento de prolactina (Dulac
et al., 2003). Para intentar investigar el modo en que las feromonas potencian la proliferacién de células precursoras
neurales y la neurogénesis en el género opuesto, los animales se infusionaron con LH segun se describe en
“Materiales y métodos”. En efecto, la LH aumenta la proliferacién significativamente en la SVZ de ratones hembra
(figuras 7A'y 7B) y macho (figura 8).

Para confirmar que la LH estimula la proliferacién de células precursoras neurales se establecieron cultivos de
células precursoras neurales seglin se describe en “Materiales y métodos”. Se disociaron esferas primarias y se
cultivaron en presencia de EGF o EGF méas LH (30 nM) a densidad limitada para permitir la formacion de esferas
secundarias. Se conto el nimero de esferas secundarias y los resultados se indican a continuacion:

Células precursoras neurales aisladas a partir de ratones hembra:

EGF EGF + LH
Experimento n° 1 172,3 255,9
Experimento n° 2 157,6 241,9
Experimento n°® 3 197,9 258,9

Células precursoras neurales aisladas a partir de ratones macho:

EGF EGF + LH
Experimento n° 1 144.,4 168,6
Experimento n° 2 225,1 275,1
Experimento n° 3 168,2 195,9

Asi, la LH también es capaz de aumentar la autorrenovacion de las células precursoras neurales en cultivo, y es mas
eficaz sobre las células precursoras neurales aisladas a partir de ratones hembra que las aisladas a partir de ratones
macho.

EJEMPLO 4
LOS EFECTOS DE hCG in vivo E in vitro

La hCG tiene la misma actividad que la LH. Cuando se infusionaron ratones con una hCG recombinante
(coriogonadotrofina-alfa; Ovidrel®@Ovitrelle®1) o sélo con vehiculo segun el protocolo descrito en “Materiales y
métodos”, se descubrié que la hCG aumenta significativamente la proliferacion en la SVZ en ratones macho y
hembra. Las células proliferantes en el hipocampo también aumentan significativamente en ambos géneros.

La neurogénesis también se evalla utilizando un marcador de neuronas, doblecortina o NeuN. El nimero de células
doblecortina- o NeuN-positivas en la SVZ o el bulbo olfatorio es significativamente mayor en los ratones infusionados
con hCG.

Para confirmar que la hCG estimula la proliferacion de células precursoras nuerales, se establecieron cultivos de
células precursoras neurales segun se describe en “Materiales y métodos”. Se disociaron esferas primarias y se
cultivaron en presencia de EGF o EGF mas coriogonadotropina-alfa a densidad limitada para permitir la formacion
de esferas secundarias. Entonces se cont6 el nimero de esferas secundarias y los resultados indican que la hCG
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aumenta significativamente el nimero de esferas secundarias tanto si las células precursoras neurales provienen de
animales machos como de hembras.

EJEMPLO 5
LOS EFECTOS DE LOS OTROS AGENTES

Se incluy6 otro agente, la prolactina, en los experimentos descritos en el ejemplo 3 o 4. Por tanto, los ratones se
infusionaron con:

(1) una combinacién de LH y prolactina, o hCG y prolactina;
(2) LHo hCG; 0
(3) sdlo vehiculo (control).

Los resultados demuestran que, mientras la LH o la hCG aumentan la proliferacion en la SVZ comparado con el
grupo control, la adicion de prolactina potencia ain mas los efectos de la LH o la hCG. De modo similar, cuando se
afiade la prolactina con LH o hCG en cultivos de células precursoras neurales se potencia la autorrenovacién (el
namero de esferas secundarias a partir de las esferas primarias).

De modo similar, se incluye EPO (NeoRecormon) con LH o hCG para determinar sus efectos sobre la neurogénesis,
y los resultados demuestran que la EPO potencia el nimero de células doblecortina-positivas frente al nivel que se
alcanza s6lo con LH o HCG.

Aunque los ejemplos descritos anteriormente emplean agentes especificos, debe advertirse que cualquier analogo o
variante de LH/hCG, incluyendo los compuestos listados en la tabla 1, pueden utilizarse como LH o hCG. De modo
similar, cualquier otro agente que sea capaz de potenciar la neurogénesis y sus analogos/variantes, incluyendo los
listados en la tabla 2, pueden utilizarse en el ejemplo 5 en lugar de NeoRecormon. La formacion de células gliales
puede llevarse a cabo utilizando los métodos descritos en la presente y el conocimiento disponible en la técnica.

EJEMPLO 6
ADMINISTRACION INTRAMUSCULAR DE hCG

La gonadotropina coriénica humana (hCG) y la hormona luteinizante (LH) son farmacos disponibles en el mercado
para un uso humano, comercializados como Pregnyl y Profasi, respectivamente. La méaxima dosis segura para cada
uno de estos farmacos es de 10.000 unidades USP diarias a través de inyecciones intramusculares. Esto se
corresponde con una dosis de aproximadamente 5,0 unidades USP para un raton de 30 gramos. Para ensayar si
esta dosis seria suficiente para inducir la neurogénesis en el cerebro anterior de ratones, los inventores realizaron el
siguiente experimiento.

Ratones CD-1 hembra de seis a ocho semanas recibieron una Unica inyeccion intramuscular de 5,0 unidades USP
de hCG recombinante (Sigma n° de catalogo C 6322) en un volumen de 0,05 ml (diluido en disolucién salina).
Ratones control recibieron una Unica inyeccién de disolucién salina sola. Los ratones entonces recibieron 6
inyecciones de BrdU (120 mg/kg), una cada dos horas, comenzando dos horas después de la inyeccion de hCG. Los
ratones se sacrificaron treinta minutos después de la ultima inyeccion de BrdU, se perfusionaron transcardialmente
con paraformaldehido al 4%, y el tejido se procesé para ser criocortados en secciones. Los cerebros se cortaron en
secciones en serie a 14 micrometros sobre dos conjuntos de siete portaobjetos cada uno, con 12 secciones en cada
portaobjetos. Se cont6 el nimero de células BrdU-positivas en la SVZ del cerebro anterior en un portaobjetos para
cada uno de los animales control e inyectados con hCG. Los siguientes datos son la media del niUmero de células
BrdU+ por seccion en los ratones control (so6lo disolucién salina) e inyectados con hCG, respectivamente.

Disolucion salina: 163 + 6 (n = 4)
hCG: 206 + 13 (n = 4; *p < 0,02; ensayo de la t apareado)
Por tanto, una Unica inyeccion de hCG de dosis baja aumenta la proliferacién en la SVZ del cerebro anterior en 26%.
EJEMPLO 7
EXPERIMENTOS CON RATONES CON RECEPTORES DE LH INACTIVADOS

Para investigar si el receptor de LH media directamente en los efectos de la LH sobre las células precursoras
neurales en la SVZ y el hipocampos, los inventores determinaron los niveles de receptores de LH en ambas areas
utilizando analisis inmunohistoquimicos. Los resultados indican que pueden encontrarse receptores de LH en la SVZ
y en el hipocampo de ratones macho y hembra, aunque los machos tienen niveles méas bajos de receptores de LH
comparado con las hembras. Por tanto, la LH probablemente se une directamente a sus receptores en la SVZ y en
el hipocampo para activar las funciones biolégicas descritas en la presente.
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Para investigar méas a fondo el papel de la LH, se utilizaron ratones con el receptor de LH (LHR) inactivado (“knock-
out”, KO) en los experimentos de exposicion al olor segln se describe en el ejemplo 1. Los ratones han sido
descritos previamente en Zhang, F.P. et al., 2001, y Huhtaniemi, et al., 2002. Ratones LHR de tipo salvaje (WT) y
KO adultos de ocho a diez semanas se expusieron a los olores del género opuesto durante 2 o 7 dias. En el dia 2
(machos expuestos al olor femenino) y el dia 7 (hembras expuestas al olor masculino) de la exposicion, los animales
recibieron 6 inyecciones de BrdU (120 mg/kg), una vez cada dos horas. Los ratones entonces se sacrificaron y se
perfusionaron transcardialmente con paraformaldehido al 4%, aproximadamente 30 min después de la ultima
inyeccion, y el tejido se procesd para ser criocortado en secciones. Los cerebros anteriores de los ratones se
criocortaron en serie a 14 micrometros sobre 7 portaobjetos, con 10 secciones en cada portaobjetos. Entonces un
Unico portaobjetos de cada animal se inmunotifié para BrdU, y se cuantificd el nimero total de células BrdU-positivas
en la SVZ. Los ratones que se expusieron a jaulas sin olor se utilizaron como controles de la linea de base.

Los resultados se muestran en las figuras 9 y 10. Tal como se esperaba, el olor masculino produjo un aumento en la
proliferacion en la SVZ y en el hipocampo de los ratones de tipo salvaje hembra (+/+) (figuras 9A y 9B). Sin
embargo, en los ratones con LHR inactivado (-/-), no se observd aumento en la proliferacion en el hipocampo
después de la exposicién al olor masculino (figura 9B). Estos resultados indican que la sefializacién del receptor de
LH es importante para los efectos de las feromonas masculinas en el hipocampo de ratones hembra. De manera
interesante, la falta del receptor de LH no afecta a la proliferacion en la SVZ en respuesta a las feromonas
masculinas (figura 9A). De manera similar, en ratones macho, la inactivacion del receptor de LH no afecta a la
proliferacién inducida por feromonas femeninas en la SVZ o en el hipocampo (figura 10). Por tanto, aunque la LH es
suficiente para inducir la proliferacion de células precursoras neurales en la SVZ y en el hipocampo de hembras y
machos, existe un factor (o factores) que puede mediar también en las acciones de las feromonas en el SVZ y el
hipocampo de machos.
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REIVINDICACIONES

1.- Composicion farmacéutica que comprende la gonadotropina coridnica humana (hCG) o una hormona luteinizante
(LH) para uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccion neurodegenerativa en un mamifero mediante la
potenciacion de la neurogénesis, en la que el tratamiento comprende la administracion en combinacion con
eritropoyetina (EPO).

2.- La composicion de la reivindicacion 1 en la que la afeccion neurodegenerativa es un ictus o una lesién cerebral.

3.- La composicion de la reivindicacién 1 para el uso de la reivindicacion 1 mediante la potenciacion de la
neurogénesis en la zona subventricular o en el hipocampo.

4.- La composicion de la reivindicacion 1 para el uso de la reivindicacién 1, en la que el mamifero es un adulto.
5.- La composicién de la reivindicacion 1 para el uso de la reivindicacién 1 para la administracién sistémica.

6.- La composicién de la reivindicacion 1 para el uso de la reivindicacién 1 para la administracién al cerebro del
mamifero.

7.- Uso de una gonadotropina coriénica humana (hCG) u hormona luteinizante (LH) para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar una enfermedad o una afeccidon neurodegenerativa en un mamifero mediante
el aumento de las células madremadre neurales en el mamifero o mediante la potenciacion de la neurogénesis, en el
gue la composicion farmacéutica es para la administracion en combinacién con eritropoyetina (EPO).

8.- Un método para potenciar la neurogénesis in vitro, que comprende poner en contacto al menos una célula madre
neural con una cantidad efectiva de una gonadotropina coridnica humana (hCG) o una hormona luteinizante (LH) y
eritropoyetina (EPO).

9.- El método de la reivindicacion 8 en el que la célula madre neural se deriva de un mamifero adulto.

10.- El método de la reivindicacién 8 en el que la célula madre neural se deriva de la zona subventricular o del
hipocampo de un mamifero.

24



ES 2392282 T3

V1 einbi4

sojualweyel) ap sody soj ap odwan ap ojeAiau|

44ap. WHapL  440. W4l 4402 WHaZ
[l L ] . L o
-008 o
m
- 000 ®m
m
- 005k 2
+
- 0002 3
8
- 00SZ m.
I £}
J-4 gze 000E =
N-4Q0Zm - 00sE
888r6°66 B80LSY'09 €£209'GlZ v20l'0EL 0ZL 58888yl

SOLL'ELL EYDL'POL LVEP'ELE 2€8£'92C 950L'691 6668'25C
£99'vere L99'608BL SEVE 0862 v8EZ 199°1$9Z
440yt W4ave 4404 Wd4aGL 4402 W3Qe

Bore 9Lve gbee €261 G0Le

Ti8e £16Z L082 69SL (1] 8 z88¢

yezZ alEe 0oLz 1561 0482 211504
W-d14-4 odway ap oensaju|

25



ES 2392282 T3

g} enbi4

ojusiweses3 ap sodi so| ap odwan ap ojeAIa3u|

4-4 vl

W-4 avi

440L WHAL

L

44 Qe

W-4 a2

-0

- 00§
- 000+
- 0051
- 0002
- 0052
- 000E
- 00%E

GLEL'EF  OESBL'VS SBOLL'SE 8
6LS¥L's. 1£965'68 1010'99
£EC'ETIT LO9'0EEL 199'66LZ 0L62

4-4 Qv

80¢¢
ootz
280z

3-34 Oyl

-4 QP!

erei
(444"
LEEL

W-3 Gk}

440

612

19ze

GeLe
2404

91y U0J SEpEDIEW SE[N[90 ap 0JaWNN

£9615'56

85257}

LLELE'LL 6¢pp'calL 6PBSL'ST

W-4 Q4

2962
8162
w4 ae

loie
43402

€422

Evel

4802
4402

8861
W-40ae

ZLi6l
G461
Li0e

W-4 Q¢

26



ES 2392282 T3

9} eanby

ojusiwejel |

epewes epewes  BPEWED
ejupsiq aL ewsiy Q2 ensigac

£6220860'€9

86282¢'0V )

£eEeee's802
epewes eunsia Qz

1002
(A XA
¥502
epewes eupsia Q2

$9E2E9ZE 1L
SOLR0PG'ETL

1999986872
EPELLED BLUSIWN Dh

veee
9Le¢

L1602
epewes ewsiy Q.

epewed
ewsiy 4

6L2P6E0) ‘SS

95.Z8Z¥P'S6

EEEEEE'BYET
epeweo euysiq ae

a1ee
1212
GGee
epewes eupsigq Az

- 0681
- 0061
- 0661
- 0002
- 0502
- 0042
- 0512
- 0022
- 0622
- 00€C
L 06e2

Npig UCS SEpeslew SeNj9o ap CISWNN

ZELPLEBDBL
£G61602€'1€
wee

epewes ewsiy 42

8L¢e
1222

Leee
epewes ewsiy Q2

27



ES 2392282 T3

Intervalo de tiempo M-MiM-F -
3038 2148 2117 2450 1929 2300

3280 2436 2536 2644 2586 2574
3023 2672 2610 2353 2445 2650

JDOMF 2DMM 7DMF  7DM-M 14DM-F 14D M-M

3114 2482333 2418,667 2320 2421 2508
1430826 262,4297 265859 148,1699 3458771 184,0978
8312841 1515138 1534838 8554506 199,6923 106,2889

3500 - m2D M-F
52D M-M
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -

1000 -

Células BrdU+ marcadas (n°)

JDMF 2DM-M 7DMF 7DM-M 14DM-F 14D M-M
Intervalo de tiempo delos ﬁPOS de tratamiento I

Ensayo de la t: Dos muestras suponiendo distintas varianzas
Variable 1 Varnable 2

Media 3114 2418667
Varianza 20731 68869,33
Observaciones 3 3
Hipotesis 0
df 3
Estad. t 4,023452
P(T<=)una-¢ 0,013791

t Critico una< 2,353363
P(T<=t)dos-c 0,02758%
t Critico dos-¢  3,1824495

Figura 2A
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20M-F 2DM-M 7DM-F 7DM-M 14DM-F 14D M-M

2388 1831 1950 1862 1886 1958
2349 1842 1900 1897 1899 1896
2170 1910 1904 1850 1809 1842

2DM-F 2DM-M 7DM-F 7DMM 14DM-F 14D M-M
2305,667 1894,333. 1918 1869,667 1884,667 1898,667
120,0181 46,5224 27,7B4B9 24,41994 48,64497 58,04596
69,20246 26,85972 16,04161 14,09886 28,08519 33,51285

2500_~
2000 A
1500 -
1000 -+

500 4

T T

2DM-F 2DM-M 7DM-F 7DM-M 14DM-F 14D M-M
Intervalo de tiempo de los tipos de tratamiento

T

Numero de células marcadas con Kié7

Ensayo de la t: Dos muestras suponiendo las mismas varianzas
Variable 1 -Variable 2

Media 2305,667 1894333
Varianza 14404,33 2164,333
Observaciones 3 3
Hipotesis o
df 3

Estad. t 5,534912
P(T<=t)una-¢0,005812
t Critico una-¢ 2,353363
P(T<=t)dos-c0,011623
t Critico dos-c 3,182449

Figura 2B
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JDF-M 2DF-F 7DF-M 7DF-F  14DF-M 14DF-F

108 146 1580 94 197 334
134 112 181 140 228 390
107 162 189 120 206 & 480

JDF-M 2DF-F 7DF-M 7DF-F  14DF-M 14DFF
116,3333 136,6667 173,3333 118 2103333 401,3333
15,30785 21,57158 20,69935 23,06513 1594783 73,65686

8,838048 12,45436 11,89304 13,31666 9,207485 42,52581

500 -
450 -
400 -
350 A
300
250 -
200 -
150 -

100 -
50 - '
0

LA 2 atees
T T T T

Numero de células marcadas con BrdU

Figura 3
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2D M-F 2D0M-M 7DM-F 7TDM-M 14DM-F 14D M-M

1293 737 890 790 782 738
1270 800 812 838 828 876

1088 734 778 700 830 720

2DM-F  2DM-M T7DM-F T7DMM 14DM-F 14D M-M
1220,667 757 826,6667 776 813,3333 778
105,0021 37,26929 57,42241 70,05712 27,15388 85,34635
61,19459 21,51743 33,15284 40,4475 156773 49,27474

1400 -+
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400
200 -

T T ¥

2D0M-F  2DM-M 7DM-F  7DM-M 14DM-F 14D M-M
Intervalo de tiempo de los tipos de tratamiento

Numero de células marcadas con DCX

Ensayo de la t: Dos variables asumiendo diferentes varianzas

Varable 1 Variable 2

Media 1220,667 757
Varianza 11234,33 1389
Observaciones : 3 3
Hipotesis 0 '
df 2
Estad.t 7147917

" P(T<=t) una-c 0,008508

t Criticouna-c 2,919987
P{T<=t)dos-¢ 0,018016
i Critico dos-¢  4,302656

Figura 5
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A. TUNEL SVZ hembras 7-dias

Numero de células apoptéticas

F-M F-F
Tipo de tratamiento

=

. TUNEL BO-busqueda hembras

140 -
120 -

Numero de células marcadas con TUNEL

Tipo de tratamiento

Figura 6
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SVZ ICV Hembras 2-dias

LH VEH
-3239 1999
3174 2089
3045 2087
2972 2203

LH VEH
3107,5 2094,5

121,079863 83,6241592

60,5399317 41,8120796

- 3500 -
3000
2500
2000 -
1500
1000

500 ~

Numero de células marcadas con BrdU

Tratamiento

Ensayo de la t: Dos muestras suponiendo diferentes varianzas

Variable 1 Variable 2
Media . 3107,5 2094,5
Varianza 14660,3333 6993
Observaciones 4 4
Hipétesis 0
df 5
Estad. t 13,7681966
P(T<=t)una-cola 1,B141E-05
t Criticouna-cola 2,01504918
P(T<=t)dos-colas3,6281E-05
t Critico dos-colas  2,57057764
Figura 7A
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SVZ ICV Hembras LH/VEH 6-dias

LH VEH
3612 2458 -
3150 2150
3033 2298
2805 2332
LH VEH
3150 2309,75
339,6851483 126,634316

169,8425742 63,31715802

Ensayo de la t: Dos variables suponiendo diferentes varianzas

Variable 1 Variable 2

Media 3150 2309,75
Varianza 115386 18036,25
Observaciones 4 4
Hipétesis o
df 4
Estad. t 4,635579864

P({T<=t) una-cola 0,004883141
t.Critico una-cola 2,131846486
P(T<=t)dos-colas  0,009766282
1 Critico dos-colas 2,776450856

3500

3000 -

2500 4

2000 4

1500 A

1000

500 4

VEH

Numero de células marcadas con BrdU

Tratamiento

Figura 7B
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ICV VEH/LH Machos 2-dias

LH VEH
3335 2073
2594 1997
2845

LH VEH
2924667 2035
376,8691 53,74012
217,5855 38

Ensayo de la t: Dos variables suponiendo diferentes varianzas
Variable 1 Varable 2

Media 2924 667 . 2035
Varianza 142030,3 2888
Observaciones 3 2
Hipétesis G
df : 2
Estad. t 4,02785

P(T<=t)una-c 0,028234
t Critica una-c 2,919987
P(T<={)dos-c 0,056468
1 Critica dos-¢ 4,302656

- Namero de células marcadas con BrdU

Tipo de tratamiento

Figura 8
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3500 -

ST -

2000 4
1500 4
1000 4

500 4

Linea de base Hembra-Hembra Hembra-Macho

SVZ de ratones hembra

300 4

250" 4

150 4

100 4

19 | 1) | 19 | 19 | ¢14) | o)
Linea de base Hembra-Hembra Hembra-Macho

Hipocampo de ratones hembra

Figura 9
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-1 I (+ 74} ] -1-) 1 {41+
Linea de hase Macho-Hembra Macho-Macho

SVZ de ratones macho

¢ | wm | e | e
Linea de base Macho-Hembra Macho-Macho

Hipocampo de ratones macho

Figura 10
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