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57  Resumen:
Uso de 12-desoxiforboles   para    promover    la
prol i feración de   células      madre      neurales.
Esta invención está relacionada  con el empleo     de
compuestos de la familia  12-desoxiforboles  o  una  sal
farmacológicamente  activa  de dichos   compuestos,
para favorecer la  proliferación  de    precursores
neurales  o  células  madre  neurales en   cultivo.
Adicionalmente, también se relaciona  con  el   empleo
de esta familia de compuestos para la   elaboración   de
una composición farmacéutica útil  en el     tratamiento
de enfermedades del   sistema  nervioso central   que
cursen con perdida neuronal.



 

 

 

 
 

 

USO DE 12-DESOXIFORBOLES PARA PROMOVER LA EXPANSION 

DE CELULAS MADRE NEURALES. 

SECTOR DE LA TECNICA 

5 Esta invencion esta relacionada con el empleo de 12-desoxiforboles o una sal 

farmacologicamente activa de compuestos de esta familia, para favorecer la 

proliferacion de precursores neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

Adicionalmente, tambien se relaciona con el empleo de la misma familia de 

compuestos para la elaboracion de una composici6n farmaceutica irtil en el 

10 tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central que cursen con perdida 

neuronal. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La reposicion neuronal dentro del Sistema Nervioso Central (en adelante SNC) se 

15 lleva a cabo a partir de celulas madre neurales. Estas son celulas indiferenciadas 

que mediante divisiones asimetricas pueden dar lugar a cada uno de los tipos 

celulares propios del tejido nervioso: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Las 

celulas madre neurales se distribuyen a lo largo de diversas regiones del cerebro 

adulto, aunque en condiciones fisiologicas la mayoria de estas celulas permanecen 

20 quiescentes y no producen neuronas. Solo existe generaci6n de nuevas neuronas 

en dos regiones del cerebro adulto: el giro dentado del hipocampo (en adelante 

DG) y la zona subventricular (en adelante SVZ), en las que estas celulas madre 

neurales no estan quiescentes sino que se dividen con una baja frecuencia y 

generan precursores neurales indiferenciados (en adelante NPC) altamente 

25 proliferativos que, posteriormente pueden dar lugar a precursores ya 

comprometidos con la estirpe neuronal, Ilamados neuroblastos, cuya 

diferenciacion final da lugar a neuronas maduras (Goldman, S. Glia as neural 

progenitor cells. Trends in Neuroscience 2003 26, 590-596; Alvarez-Buylla, A . , 

DESCRIPCIÓN 
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and Garcia- Verdugo, J. M Neurogenesis in adult subventricular zone. Journal of 

Neuroscience 2002, 22, 629-634) . 

En distintos tipos de lesiones cerebrales experimentales (isquemia transitoria 

global o focal, epilepsia, entre otras) se ha observado un aumento de la 

5 proliferacion de precursores neurales en el giro dentado y en la zona 

subventricular (Liu, J. et al. Increased neurogenesis in the dentate gyrus after 

transient global ischemia in gerbils. Journal of Neuroscience 1998 18, 7768- 

7778; fin, K , et al. Neurogenesis in dentate subgranular zone and rostral 

subventricular zone after focal cerebral ischemia in the rat. Proceedings of the 

10 National Academy of Sciences U S A 2001 98, 4 71 0-4 715; Parent, I M et al. 

Dentate granule cell neurogenesis is increased by seizures and contributes to 

aberrant network reorganization in the adult rat hippocampus. Journal of 

Neuroscience 1997, 1 7, 3 72 7-3 738) , dando lugar a la produccion de nuevos 

neuroblastos que, paulatinamente, migran en direccion a la zona lesionada. Sin 

15 embargo, a pesar de este incremento en la neurogenesis, la capacidad de 

regeneraci6n neuronal en Las zonas lesionadas es muy escasa, habiendose descrito 

una reposicion neuronal de entre 0,2 y 10%, segun el area afectada y el tipo de 

lesion (Arvidsson, A. , et al. Neuronal replacement from endogenous precursors in 

the adult brain after stroke. Nature Medicine 2002, 8, 963-9 70; Nakatomi, et al. 

20 Regeneration of hippocampal pyramidal neurons after ischemic brain injury by 

recruitment of endogenous neural progenitors. Cell 2002 1 1 0, 429-441 ; 

Teramoto, T , et al. EGF amplifies the replacement of parvalbumin-expressing 

striatal interneurons after ischemia. The Journal of clinical investigation 2003, 

1 1 1 , 1 125-1 132) . Por otra parte, las lesiones cerebrales inducen la aparicion 

25 localizada de celulas con caracteristicas de precursores neurales que proliferan y 

que generan nuevas celulas gliales pero no neuronas (Seidenfaden, R et al. , Glial 

conversion of SVZ-derived committed neuronal precursors after ectopic grafting 

into the adult brain. Mol Cell Neurosci 2006 32, 18 7-1 98) . 
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Todos estos resultados indican que en el tejido cerebral lesionado se dan las 

condiciones que favorecen la diferenciacion glial, pero no neuronal, de las celulas 

madre neurales, ya sean propias o transplantadas. Esto se debe a que el conjunto 

de interacciones de citoquinas y de contactos celulares que se genera en una zona 

5 de lesion tisular (expresion de nuevos factores de crecimiento y sus 

correspondientes receptores, etc.), difiere notablemente de las condiciones 

existentes en las regiones neurogenicas. Se trataria por tanto de modificar el nicho 

no-neurogenico de la zona lesionada y convertirlo en un nicho neurogenico en el 

que tanto las celulas madre endogenas como las transplantadas pudieran dar lugar 

10 a neuronas maduras y funcionales. Por ello, un objetivo de la investigacion actual 

en el campo de las enfermedades y lesiones neurodegenerativas es establecer que 

moleculas favorecen o impiden la neurogenesis para, mediante la insercion de las 

primeras y/o la eliminacion de las segundas, tratar de generar un nicho 

neurogenico donde sea necesario. 

15 En el nicho neurogenico por tanto existen un conjunto de seriales extracelulares 

locales que permiten la continua generacion de nuevas neuronas (Alvarez-Buylla, 

A . , and Lim, D. A. For the long run: maintaining germinal niches in the adult 

brain. Neuron 2004, 41, 683-686; Lee, C. , et al. The molecular profiles of neural 

stem cell niche in the adult subventricular zone. PLoS One 2012, 7, e50501) . 

20 Ademas, estos factores inciden sobre rutas de setializacion intracelulares. De este 

modo, a la hora de favorecer la neurogenesis, se puede actuar tanto sobre los 

factores extracelulares como sobre las proteinas que conforman las rutas de 

serial izacion intracelular. 

El hecho de que haya una respuesta neurogenica a la lesion hace pensar que la 

25 formacion de nuevas neuronas sea un mecanismo eficaz en la reparaci6n de 

pequefias lesiones, que permanecen silentes precisamente porque las neuronas que 

hacen apoptosis son reemplazadas, al menos en parte, por neuronas de nueva 

formacion. Un estudio reciente demuestra que en los animales que han sufrido un 

traumatismo craneal, se incrementa la neurogenesis en el giro dentado del 
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hipocampo y posteriormente estos animales recuperan su capacidad de realizar 

tareas de memoria espacial. Sin embargo, si en estos animates se eliminan 

selectivamente las celulas madre que comienzan a dividirse en el hipocampo 

como consecuencia del dario inducido por el traumatism°, estos animates no 

5 pueden recuperar la capacidad para realizar tareas de memoria espacial (Blaiss 

CA, et al. Temporally specified genetic ablation of neurogenesis impairs cognitive 

recovery after traumatic brain injury. J Neurosci. 201 1 31 :4906-4916), 

demostrando asi que la reposicion neuronal en estas regiones tiene un efecto sobre 

la recuperacion de la memoria tras un traumatismo craneal. Adicionalmente, la 

10 aparicion de celulas madre neurales activadas en lesiones cerebrates se ha 

demostrado tambien en humanos. Concretamente se ha podido observar que en 

muestras de cerebro de pacientes sometidos a cirugia tras una lesion por 

traumatismo craneal, aparecen en la zona de la corteza cerebral alrededor de la 

lesion, celulas que expresan marcadores de precursores neurales (Zheng, W, et al. 

15 Neurogenesis in adult human brain after traumatic brain injury. J Neurotrauma 

2013 30, 18 72-1880) . 

Sin embargo, las lesiones graves o las experimentales con mayor perdida neuronal 

no pueden ser resueltas, a menos que se descubran medidas terapeuticas eficaces 

para incrementar de forma significativa el proceso neurogenico. La principal 

20 causa del fallo en la reposicion neuronal es que los precursores neurales en las 

regiones lesionadas tienden a diferenciarse en celulas de glia, mientras la mayoria 

de los neuroblastos mueren antes de diferenciarse a neuronas maduras dentro de 

las regiones lesionadas. 

Una de las alternativas que podrIa contribuir a resolver los problemas clinicos que 

25 plantean las enfermedades que cursan con perdida neuronal es el transplante de 

celulas madre. Varios laboratorios han intentado esta estrategia en modelos 

animales transplantados con celulas madre de origen embrionario (Cao, Q. et al. 

Pluripotent stem cells engrafted into the normal or lesioned adult rat spinal cord 

are restricted to a glial lineage. Exp Neurol 2001 167, 48-58) , celulas madre 
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neurales de animales adultos (Pluchino, S. , et al. Injection of adult neurospheres 

induces recovery in a chronic model of multiple sclerosis. Nature 2003 422, 688- 

694), o bien con celulas procedentes de celulas madre sometidas a diferentes 

grados de diferenciaci6n in vitro . El fen6meno mas generalmente observado es 

5 que, si bien las celulas madre que se implantan en las zonas neurogenicas del 

cerebro se diferencian a neuroblastos y se convierten en neuronas maduras, 

aquellas que se implantan en zonas del cerebro no neurogenicas inician la ruta de 

diferenciacion glial (Herrera, D. G. , et al, A . Adult-derived neural precursors 

transplanted into multiple regions in the adult brain. Ann Neurol 1999, 46, 867- 

10 877; 114ligiliche, N. L. , et al. Survival of neural progenitor cells from the 

subventricular zone of the adult rat after transplantation into the host spinal cord 

of the same strain of adult rat. Anat Sci Int 2005, 80, 229-234) . 

Por lo tanto, la presente invencion se enfrenta al siguiente problema: si bien las 

celulas madre que se implantan en las zonas neurogenicas del cerebro (for 

15 ejemplo, la zona subventricular o el bulbo olfativo en roedores) se diferencian a 

neuroblastos y se convierten en neuronas maduras, cuando el transplante se realiza 

en otras zonas, inician la ruta de diferenciacion glial. Por otro lado, en las zonas 

no neurogenicas del cerebro, las celulas de glia parenquimal se activan tras una 

lesion y dan lugar a precursores neurales, pero la mayoria de ellos se diferencian a 

20 celulas de glia y muy pocos a neuronas. 

Adicionalmente y sin perjuicio de lo anterior, la presente invencion tambien se 

enfrenta al problema de elegir la fuente de los precursores a trasplantar a la hora 

de realizar este tipo de trasplantes. Las celulas madre embrionarias diferenciadas 

in vitro a celulas madre neurales, o los precursores neurales fetales, son de las 

25 fuentes mas abundantes. Sin embargo, no es facil encontrar donantes de 

precursores embrionarios o fetales, por lo que seria de gran utilidad poder aislar 

precursores neurales de cerebro adulto, cultivarlos y expandirlos in vitro para su 

posterior uso en trasplantes. Asi, identificar agentes que favorezcan la expansi6n 

ES 2 537 905 A2

 

6



5 

 

de los precursores neurales de cerebro adulto en cultivo resultara de gran utilidad 

en el desarrollo de terapias regenerativas del sistema nervioso. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Efecto de prostratina sobre cultivos de precursores neurales in 

vitro. Ensayo de neuroesferas: Imagenes representativas de microscopia de 

contraste de fases de cultivos de precursores neurales crecidos respectivamente en 

10 ausencia (A), presencia de prostratina (5 gM) (B). La linea blanca representa una 

distancia de 200 gm. (C y D). Efecto de diferentes concentraciones de prostratina 

sobre el area y ninnero de neuroesferas respectivamente. (E y F) Ensayo de 

viabilidad: Efecto de prostratina (5 gM) sobre el porcentaje de celulas no viables 

(E) y sobre el numero total de celulas vivas a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento 

15 (F). En todos los casos la proliferacion se estimulo mediante la adicion del factor 

de crecimiento bFGF al medio de cultivo. (* p < 0.05 en test T-Student en 

relacion al control). 

Figura 2. Efecto de prostratina sobre la proliferacion de precursores 

20 neurales. (A) Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de 

cultivos de precursores neurales crecidos respectivamente en ausencia y presencia 

de prostratina (5 gM) en los que se ha detectado la proteina marcadora de celulas 

en ciclo celular, Ki67 y el marcador de niicleos, DAPI. La linea blanca representa 

una distancia de 100 gm. (B) Cuantificacion del efecto de prostratina sobre el 

25 porcentaje de celulas Ki67+.(C) Efecto de prostratina sobre el porcentaje de 

nucleos picnoticos. En todos los casos la proliferacion se estimulo mediante la 

adicion del factor de crecimiento bFGF al medio de cultivo. (* p < 0.05). 
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Figura 3. Efecto de prostratina sobre la expresion de ciclinas en cultivos de 

NPCs. (A) Imagenes de autorradiografias obtenidas despues de la 

inmunodeteccion de las ciclinas A, E y D1 bajo las condiciones de cultivo 

indicadas, y de a-tubulina como control de la carga proteica total. (B-D)  

5 Cuantificacion de la inmunodeteccion de ciclinas A, E y D1 expresada en 

relacion a los valores de a-tubulina. (* p < 0.05, en test T-Student en relacion al 

control sin tratamiento). 

Figura 4. Efecto de 12-desoxiforboles sobre cultivos de NPCs. (A) Estructura  

10 quimica de los 12-desoxiforboles evaluados en el ensayo de neuroesferas. (B)  

Imagenes representativas de microscopia de contraste de fase de cultivos de 

precursores neurales crecidos en ausencia (1-2) y presencia de los 12- 

desoxiforboles (1 uM): ER271 (3), ER272 (4), ER14 (5), ER2 (6), ER3 (7) y ER8 

(8). La linea blanca representa una distancia de 200 gm. (C y D) Efecto de 

15 diferentes concentraciones de 12-desoxiforboles sobre el area de las neuroesferas 

(% del control). En todos los casos la proliferacion se estimulo mediante la 

adicion del factor de crecimiento bFGF al medio de cultivo (* p < 0.05 en test T-

Student en relacion al control). 

20 Figura 5. Efecto de ER271 sobre la proliferacion celular en cultivos de 

precursores neurales in vitro. (A y B) Imagenes representativas de microscopia 

de contraste de fase de cultivos de precursores neurales crecidos respectivamente 

en ausencia y presencia de ER271 (1 uM). La linea blanca representa una 

distancia de 200 um. (C y D) Efecto de diferentes concentraciones de ER271 

25 sobre el area y el numero de neuroesferas, respectivamente. (E) Efecto de ER271 

(1 uM) sobre el porcentaje de celulas no viables a las 24, 48 y 72 horas del 

tratamiento. En todos los casos la proliferacion se estimulo mediante la adicion 

del factor de crecimiento bFGF al medio de cultivo. (* p <0.05). 
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Figura 6. Efecto de ER272 sobre la proliferacion celular en cultivos de 

precursores neurales in vitro. (A y B) Imagenes representativas de microscopia 

de contraste de fase de cultivos de precursores neurales crecidos respectivamente 

en ausencia y presencia de ER272 (1 uM). La linea blanca representa una 

5 distancia de 200 um. (C y D) Efecto de diferentes concentraciones de ER272 

sobre el area y el ninnero de neuroesferas, respectivamente. (E) Efecto de ER271 

(1 uM) sobre el porcentaje de celulas no viables a las 24, 48 y 72 horas del 

tratamiento. En todos los casos la proliferacion se estimulaba mediante la adici6n 

del factor de crecimiento bFGF al medio de cultivo (* p < 0.05). 

10 

Figura 7. Efecto del tratamiento con ER271 sobre el porcentaje de celulas en 

ciclo celular en cultivos de precursores neurales. (A) Imagenes representativas 

de microscopia de fluorescencia de cultivos de precursores neurales crecidos 

respectivamente en ausencia y presencia de ER271 (1 uM) en los que se ha 

15 detectado la proteina marcadora de celulas en ciclo celular, Ki67 y el marcador de 

nUcleos, DAPI. La linea blanca representa una distancia de 100 um. (B)  

Cuantificaci6n del efecto de ER271 sobre el porcentaje de celulas Ki67+. En 

todos los casos la proliferacion se estimulaba mediante la adici6n del factor de 

crecimiento bFGF al medio de cultivo. (* p < 0.05). 

20 

Figura 8. Efecto del tratamiento con ER272 sobre el porcentaje de celulas en 

ciclo celular en cultivos de precursores neurales. (A) Imagenes representativas 

de microscopia de fluorescencia de cultivos de precursores neurales crecidos 

respectivamente en ausencia y presencia de ER272 (1 uM) en los que se ha 

25 detectado la proteina marcadora de celulas en ciclo celular, Ki67 y el marcador de 

nUcleos, DAPI. La linea blanca representa una distancia de 100 um. (B)  

Cuantificacion del efecto de ER272 sobre el porcentaje de celulas Ki67+. En 

todos los casos la proliferacion se estimulaba mediante la adicion del factor de 

crecimiento bFGF al medio de cultivo. (* p < 0.05). 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

La presente invencion resuelve el problema de generaci6n de nichos neurogenicos 

tanto en zonas neurogenicas como no neurogenicas del Sistema Nervioso Central, 

basandose en el empleo de compuestos de la familia de los 12-desoxiforboles 

5 Estos compuestos promueven la proliferacion de los cultivos celulares de 

precursores neurales y su perfusion en el cerebro adulto lesionado favorece la 

proliferacion de precursores neurales que posterionnente se diferenciaran a 

neuronas y repararan el tejido datiado. 

Estos nuevos farmacos basados en 12-desoxiforboles permiten superar la 

10 inhibicion de la neurogenesis fuera de regiones neurogenicas y favorecer la 

generaci6n de nuevas neuronas en estas regiones a partir de precursores neurales, 

bien end6genos o bien trasplantados. Por to tanto, a la hora de regenerar lesiones, 

en la region no-neurogenica de la zona lesionada el tratamiento con 12- 

desoxiforboles incrementa la probabilidad de que las celulas madre endogenas 

15 como las trasplantadas puedan dar lugar a neuronas maduras y funcionales. 

Por lo tanto, un primer aspecto de la presente invencion, comprende el uso de 

compuestos de la familia 12-desoxiforboles o de sales farmacologicamente activas 

de dichos compuestos, para la elaboracion de un medicamento (de aqui en 

adelante composicion farmaceutica de la presente invencion) para el tratamiento 

20 de enfermedades o lesiones que cursen con perdida neuronal. La estructura 

quimica de estos compuestos se describira a continuacion para las estructuras 

genericas Ia y Ib: 
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Estructura Ia: 

 

Donde R1 puede ser hidr6geno 6 acetilo (COCH3), R2 y R3 pueden ser hidrogeno 

alquilo y R4 puede ser hidrogeno, metilo (CH3) 6 fenilo (Ph). 

5 

Estructura Ib: 

R3 

Donde R1 puede ser hidrogeno ó acetilo (COCH3), R2, R3 y R4 pueden ser 

hidrogeno ó alquilo. 

10 

ES 2 537 905 A2

 

11



 

Son ejemplos de compuestos de esta familia: 

13-0-Acetil-12-desoxiforbol con numero CAS 60857-08-1 (en adelante 

prostratina) cuya estructura quimica es la siguiente: 

Estructura II: 

5 

prostratina 

13-0-Isobutiroil-12-desoxiforbol con mimero CAS 25090-74-8 (en adelante 

ER272), cuya estructura quimica es la siguiente: 

Estructura III: 

10 

ER272 
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13-0-angeloil-12-desoxiforbol con numero CAS 28152-96-7 (en adelante ER271) 

cuya estructura quimica es la siguiente: 

Estructura IV: 

5 

ER271 

20-0-acetil-13-0-angeloil-12-desoxiforbol con numero CAS 25090-72-6 (en 

adelante ER2) cuya estructura quimica es la siguiente: 

Estructura V: 

10 

ER2 
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20-0-acetil-13-0-Isobutiroil-12-desoxiforbol (en adelante ER3) y cuya estructura 

quimica se muestra a continuacion. 

Estructura VI: 

5 

ER3 

13-0-Fenilacetil-12-desoxiforbol (en adelante ER14) y cuya estructura quimica se 

muestra a continuacion. 

Estructura VII: 

10 

ER14 
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6 20-0-Acetil-13-0-fenilacetil-12-desoxiforbol (en adelante ER8) y cuya 

estructura quimica se muestra a continuacion. 

Estructura VIII:  

5 

ER8 

Alternativamente, el primer aspecto de la presente invencion se refiere a 

compuestos de la familia de los 12-desoxiforboles como son prostratina, ER272, 

ER271, ER2, ER3, ER8 y ER14 o sales farmacologicamente activas de los 

mismos para su uso en el tratamiento de enfermedades o lesiones que cursen con 

10 perdida neuronal. 

En un aspecto concreto de la presente invencion, la composicion farmaceutica de 

La presente invencion ademas comprende precursores neurales o celulas madre 

neurales. En un aspecto aün mas concreto, la composicion farmaceutica de la 

presente invencion comprende al menos un excipiente farmaceuticamente  

15 aceptable.  

En el contexto de la presente invencion, se entiende por precursores neurales o 

celulas madre neurales a aquellas celulas madre aisladas del tejido neural adulto o 

fetal, que presentan capacidad de auto-replicarse, pero una potencialidad limitada, 

pues solo pueden diferenciarse hacia los tres subtipos de celulas del linaje neural: 

20 neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.  
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En un aspecto particular de la presente invencion, las enfermedades o lesiones que 

cursan con perdida neuronal son las seleccionadas de la lista que consiste en: 

Enfermedades neurodegenerativas: Se producen como consecuencia de 

la muerte neuronal precoz. Las mas frecuentes son la enfermedad de 

Alzheimer, con perdida neuronal en el hipocampo y corteza cerebral 

fundamentalmente, la enfermedad de Parkinson, con muerte selectiva de 

neuronas en la sustancia negra, o la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), 

con deficit de neuronas en la medula espinal. 

Traumatismo craneoencefilico: es una lesion de origen traumatic° que 

10 incide sobre el crane°, con afectacion cerebral. El daft° puede ser focal—

limitado a una sola area del cerebro—o involucrar a mas de un area del 

cerebro. En el contexto de esta invencion el traumatismo craneoencefalico 

puede producir daft° cerebral por muerte neuronal que podria ser tratado 

mediante terapias dirigidas a favorecer la regeneraci6n neuronal. 

15 Lesi6n hipoxico-isquemica: Reduccion del flujo sanguine° cerebral hasta 

niveles que son insuficientes para mantener el metabolismo necesario para 

la normal fund& y estructura del cerebro. En los adultos, la isquemia es 

causada fundamentalmente por accidentes cerebro-vasculares, que pueden 

ser focales (de origen isquemico, hemorragico o mixto), o multiples (como 

20 en la demencia multiinfarto). En el recien nacido, dicha hipoxia/isquemia 

se debe fundamentalmente a sufrimiento fetal o perinatal. En el contexto 

de la presente invencion la hipoxia-isquemia es una condicion que produce 

sufrimiento celular debido a la falta de aporte de oxigeno al tejido cerebral 

que en la mayoria de Los casos produce muerte neuronal. 

25 Infecciones del SNC: Afectaci6n cerebral por distintos agentes 

infecciosos que originan meningitis, encefalitis o meningoencefalitis. En el 

contexto de esta invencion, las infecciones del SNC originan sufrimiento 

celular bien directamente o indirectamente por el edema cerebral que 

originan, pudiendo causar muerte neuronal. 
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Epilepsia: Enfermedad cr6nica caracterizada por uno o varios trastornos 

neurologicos que deja una predisposicion para generar convulsiones 

recurrentes, que suele dar lugar a consecuencias neurobiologicas, 

cognitivas y psicologicas. 

5 En un aspecto aün mas particular de la presente invencion, las enfermedades o 

lesiones que cursan con perdida neuronal son isquemia cerebral focalizada, 

traumatismo craneoencefalico con daft° neuronal, Parkinson, epilepsia y 

esclerosis lateral amiotrofica. 

Un segundo aspecto de la presente invencion, se refiere al uso in vitro de 

10 compuestos de la familia de 12-desoxiforboles como son por ejemplo prostratina, 

ER272, ER271, ER2, ER3, ER8 y ER14 para favorecer la proliferacion de 

precursores neurales o celulas madre neurales. 

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un metodo (de aqui en 

adelante metodo de la presente invencion) para la expansion de celulas madre 

15 neurales o precursores neurales in vitro que comprende: 

a. poner en contacto celulas madre neurales o precursores neurales con un 

rango de concentracion desde 1 pmol/L a 40 !Amon de 12-desoxiforboles, 

en un medio que no impida la proliferacion de Las celulas madre neurales o 

precursores neurales y que comprenda el factor de crecimiento epidermic° 

20 (EGF) y/o el factor basics° de crecimiento de fibroblastos (bFGF); y 

b. cosechar posteriormente Las celulas. 

Para utilizar compuestos de la familia de 12-desoxiforboles como por ejemplo 

prostratina, ER272, ER271, ER2, ER3, ER8 y ER14 en un cultivo in vitro es 

preferible disolverlos previo a su utilizacion en una solucion que pueda disolver 

25 tanto el compuesto como su sal farmaceuticamente aceptada. Ejemplos del 

disolvente pueden ser dimetilsufoxido, agua o similares. Adicionalmente este 

compuesto puede estar disuelto en tampon fosfato salino (PBS). 
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En un aspecto particular de la invencion, para cultivar Las celulas madre neurales 

con 12-desoxiforboles se Made el compuesto de la famila de 12-desoxiforboles 

como por ejemplo prostratina, ER272, ER271, ER2, ER3, ER8 y ER14 en un 

rango de concentracion desde 1 pmol/L a 40 gmol/L. Las celulas madre se 

5 cultivan en flotacion a una densidad de 20 a 200 x 106 celulas/L. El compuesto se 

afiade a un cultivo estatico a 37°C durante 1 a 14 dias en una atmosfera de 5% 

CO2, cambiando el medio de forma total o parcial cada dos dias. 

El medio en el que se cultivan las celulas puede ser cualquier medio que no 

impida la proliferacion de Las celulas madre neurales, como ejemplo se puede 

10 utilizar preferentemente un medio Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM)/F-12 (1:1), que contenga 2% del suplemento B27 (Invitrogen), 2mM L-

glutamina y 2gg/m1 de gentamicina. Adicionalmente el medio debe contener bien 

el factor de crecimiento epidermico (EGF), preferiblemente a una concentracion 

20gg/L, el factor de basic° de crecimiento de fibroblastos (bFGF), 

15 preferiblemente a una concentracion de 1 Ogg/L, o una mezcla de ambos. 

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a un medio de cultivo (de 

aqui en adelante medio de cultivo de la presente invencion), adecuado para la 

proliferacion de celulas madre neurales o precursores neurales, que comprenda un 

compuesto de la famila de 12-desoxiforboles como son por ejemplo prostratina, 

20 ER272, ER271, ER2, ER3, ER8 y ER14, en un rango de concentracion de 1 

pmol/L a 40 gmol/L. 

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere al uso del medio de cultivo 

de la presente invencion para la expansi6n de celulas madre neurales o 

precursores neurales. 

25 Un sexto aspecto de la invencion se refiere a una poblacion de celulas madre 

neurales o precursores neurales obtenibles por el metodo de la presente invencion. 

Un septimo aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la poblacion de 

celulas madre neurales o precursores neurales obtenibles por el metodo de la 
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presente invencion para la elaboracion de un medicamento para su uso en el 

tratamiento de enfermedades o lesiones que cursen con perdida neuronal. 

Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos de la presente invencion y en 

ningim lugar han de entenderse como limitativos de la misma. 

EJEMPLO 1. Efecto de prostratina sobre las celulas madre neuronales 

Se ha investigado la actividad biologica del compuesto prostratina sobre las 

celulas madre neurales extraidas de la zona subventricular de ratones postnatales 

de 7 dias. Se ha utilizado el denominado "ensayo de neuroesferas". El fundamento 

10 de este ensayo es que los precursores neurales cuando se cultivan en condiciones 

de flotaci6n y no estan adheridos al sustrato del material sobre el cual se realiza el 

cultivo, proliferan formando unos agregados llamados neuroesferas formados por 

las celulas proliferantes y su progenie. 

Para realizar este ensayo, las paredes laterales de los ventriculos laterales de la 

15 zona subventricular de ratones posnatales de 7 dias (P7), fueron extraidas y 

disociadas enzimaticamente en LCR Ca2 bajo Mg2 alto (5 mM KC1, 124 mM 

NaC1, 3.2 mM MgC12, 100 iiM CaCl2, 26 mM NaHCO3, and 10 mM glucosa) 

suplementado con 1 mg/ml de tripsina y 0.2 mg/ml de acid° quinurenico 

calentado previamente a 37°C durante 15 minutos. Se incub6 a 37° en estufa 13 

20 minutos. El tejido fue centrifugado 5 minutos y resuspendido en LCR normal (5 

mM KC1, 124 mM NaC1, 1.3 mM MgCl2, 2 mM CaC12, 26 mM NaHCO3, y 10 

mM glucosa). Fue incubado a 37°C durante 5 minutos y centrifugado en las 

mismas condiciones. Luego, las celulas fueron resuspendidas en Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM)/F-12 (1:1) suplementado con 0.7 mg/ml de 

25 ovomucoide y disgregadas mecanicamente con una pipeta Pasteur con el diametro 

reducido a la mitad. Despues fueron centrifugadas nuevamente y resuspendidas en 

6 ml de medio definido de neuroesferas (45m1 de (DMEM)/F-12, 900 !IL de 

suplemento B27, 2mM L-glutamina y 2lig/m1 de gentamicina) suplementado con 6 

JAL de EGF 2Ong/m1 y bFGF 1 Ong/ml, y mantenido a 37° en atmosfera con 5% 

ES 2 537 905 A2

 

19



 

CO2 Despues de 1-2 dias en estas condiciones se forman los agregados celulares 

llamados neuroesferas. Los subcultivos fueron pasados cada 3-4 dias por 

centrifugacion de neuroesferas y disociaci6n mecanica de las celulas en 1 ml de 

medio definido de neuroesferas; despues la suspension de celulas fue cultivada en 

5 nuevos frascos con medio fresco para obtener nuevas neuroesferas. Los 

experimentos se llevaron a cabo entre los pases 3 y 5. 

Una vez obtenidas Las neuroesferas se analizo el efecto de prostratina sobre las 

celulas madre neurales a distintas concentraciones. Para ello las neuroesferas 

fueron centrifugadas y las celulas fueron resuspendidas y disgyegadas en medio 

10 definido de neuroesferas y sembradas 20 celulas /pL a la que se le ariadio el factor 

de crecimiento bFGF (10 ng/mL). Prostratina se ariadio al mismo tiempo 

poniendo en cada pocillo una concentracion diferente. Se utilizaron 5 pocillos 

para las diferentes concentraciones (Control, 1 pg/ml, 51.1g/ml, y 10 pg/m1) y por 

triplicado. Los experimentos se llevaron a cabo de modo que la persona que toma 

15 las imagenes y realiza la cuantificacion no conoce las condiciones de cada uno de 

los cultivos. El numero de nuevas neuroesferas formadas fue contada 72h despues 

en el microscopio invertido y de contraste de fase Olympus IX70. Para medir el 

area de las neuroesferas se obtuvieron imagenes de 50 neuroesferas por pocillo y 

se analizaron empleando el sistema de analisis Image J. 

20 Se observo como el area de las neuroesferas aumentaba en los cultivos tratados 

con prostratina de manera dosis-dependiente hasta la concentracion de lOpM. Se 

observo ademas que el mayor efecto se obtenia a la concentraci6n 5pM pues 

inducia un mayor aumento del tamario de Las neuroesferas (Figura 1). El 

incremento en el tamario de las neuroesferas coincidia con un incremento en el 

25 numero total de celulas en Los cultivos tratados con prostratina 5 apoyando la 

hipotesis de que el incremento en el tamario de las neuroesferas se debia a una 

estimulacion de la proliferacion celular. No se observe) muerte celular inducida 

por prostratina. 
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EJEMPLO 2. Efecto de prostratina sobre el porcentaje de nucleos en ciclo 

celular. Inmunocitoquimica frente a Ki67.  

Con el fin de confirmar si el incremento en el tamario de las neuroesferas se debia 

a un aumento en la proliferacion de los precursores neurales se detecto mediante 

5 inmunocitoquimica el marcador Ki67 que detecta aquellos nucleos que estan ciclo 

celular. El analisis se realizo en cultivos control y en cultivos tratados con 

prostratina 511M. 

Para ello, una vez pasadas las 48 horns de tratamiento, se procedio a fijar las 

celulas durante 20 minutos a temperatura ambiente con paraformaldehido (PFA) 

10 al 4% preparado en tampon fosfato 0.1 M. Posteriormente se lavaron los pocillos 

3 veces con PBS. Se permeabilizaron las celulas incubando 20 minutos a -20 °C 

con una solucion de etanol/acetico (95% etanol absoluto, y 5% de acid° acetico 

glacial). Sc lave)* 3 veces con PBS y posteriormente se bloqueo con una solucion 

de BSA al 1.5% (albumina serica bovina) en PBS; se incubaron durante 30 

15 minutos. Se afiadio el anticuerpo anti Ki67 y se dej6 durante toda la noche a 4°C 

en solucion de bloqueo. Al dia siguiente se lavaron con PBS, se bloquearon 

nuevamente durante 20 minutos y se incubaron con los anticuerpos secundarios 

durante 40 minutos en solucion de bloqueo en oscuridad. El montaje se realizo 

con una solucion de Electron Microscopy Science y se ariadio DAPI en el 

20 momento del montaje. Se utilizo un microscopio de epifluorescencia Olympus 

BX60 para la cuantificacion. 

Sc observo que el tratamiento con prostratina (5 mM) aumentaba el porcentaje de 

celulas en ciclo celular con nucleos Ki67±, asi como el numero total de celulas 

(nucleos totales teriidos con DAPI). En las celulas tratadas con prostratina el 

25 porcentaje de nucleos Ki67 positivos (Figura 2) era significativamente mayor que 

en el control, indicando que prostratina activa la proliferacion de los precursores 

neurales. 
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EJEMPLO 3. Efecto de prostratina sobre la expresi6n de ciclinas. Las ciclinas 

son proteinas que determinan la entrada de la celula en distintas fases del ciclo 

celular y su expresion es indicadora de proliferacion. La expresi6n de ciclinas tipo 

D está regulada por setiales mitogenicas, de esa manera, estas proteinas son los 

5 principales sensores de un microambiente que favorece el crecimiento celular. 

Con el fin de evaluar el efecto de los 12-desoxiforboles sobre la expresion de 

ciclinas, se Hey() a cabo el tratamiento de las celulas en presencia y ausencia de 

prostratina con y sin bFGF. Transcurrido el tiempo de incubaci6n y tratamiento, 

las celulas fueron lisadas y procesadas para realizar un western-blot. Como se 

10 indican los resultados en la figura 3, la prostratina presenta un leve efecto sobre la 

expresion de ciclina A, cuando las celulas fueron tratadas con bFGF.Por otro lado, 

el aumento de la cantidad de ciclina D1 y E es mayor en presencia de prostratina, 

siendo mas del doble con respecto a sus controles. Cuando las celulas crecieron en 

medio con prostratina y bFGF los valores correspondientes a las cantidades de 

15 proteinas son notablemente mas altos que en el resto de las condiciones. 

Indicando que prostratina incrementa la concentracion de ciclinas, proteinas que 

determinan la entrada en ciclo celular. 

EJEMPLO 4. Efecto de 12-desoxiforboles aislados de Euforbia resirufera sobre 

20 la formacion de neuroesferas en cultivos de precursores neurales. 

Se ha investigado la actividad biologica de compuestos de la familia de los 12- 

desoxiforboles sobre cultivos de celulas madre neurales extraidas de la zona 

subventricular de ratones postnatales de 7 dias. Siguiendo la metodologia indicada 

en el ejemplo 2, se analizo el efecto de ER271, ER272, ER2, ER3, ER8, y ER14 

25 sobre la formacion de neuroesferas en cultivos de precursores neurales. 

Se seleccionaron seis 12-desoxiforboles aislados en E. Resinifera (ER271, ER272, 

ER2, ER3, ER8 y ER14). Los resultados se exponen en la figura 4. Los seis 12- 

desoxiforboles fueron evaluados mediante ensayos de neuroesferas tratados con 

concentraciones crecientes de los mismos (1, 5, 10 gM). Se observo que el 
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tratamiento con todos los 12-desoxiforboles evaluados incrementaban el area de 

neuroesferas a, al menos, una de las concentraciones evaluadas. Los 12- 

desoxiforboles ER271, ER272 y ER14 fueron capaces de incrementar el tamailo 

de las neuroesferas con un maximo de actividad a la concentracion 1p,M. El 

5 tratamiento con ER2 aumentaba el tamario de las neuroesferas de forma 

dependiente de dosis, alcanzando un aumento del 200% en el tamalio de las 

neuroesferas a la concentracion 10 1.EM. El tratamiento con ER3 aumentaba la 

proliferacion tanto como ER2, aunque la concentracion necesaria para ver el 

efecto maximo era 1 gM. El tratamiento con ER8 solo aumentaba el tamatio de las 

10 neuroesferas en un 20% y solo a la concentraci6n de 1 gki comparando con el 

control. 

EJEMPLO 5: Estudio detallado del efecto proliferativo de ER271 y ER272 sobre 

la proliferacion de los precursores neurales. 

15 De modo arbitrario se seleccionaron el ER271 y ER272 para estudiar este efecto 

mas detenidamente. 

En primer lugar utilizando el ensayo de neuroesferas estimulados con bFGF, se 

analizo el efecto de concentraciones menores de ER271 y ER272 (0.1, 0.25, 0.5 y 

1 gM) y se midieron los efectos sobre area y numero de neuroesferas 

20 comparandolas con el control sin tratamiento. Tanto con ER271 como con ER272 

se observo un aumento en el area de las neuroesferas a las concentraciones 0.25 y 

0.5 [0\4 (Figuras 5 y 6). Este aumento era similar al obtenido con la concentracion 

de 1 jiM. No se observaron cambios significativos en el numero de neuroesferas. 

En el ensayo de viabilidad celular se observo que tanto ER271 como ER272 

25 incrementaban de forma significativa la supervivencia de las celulas (Figuras 7 y 

8). Los resultados de la inmunodetecci6n de Ki67 en cultivos tratados con ER271 

y ER272 indicaron que ambos compuestos eran capaces de aumentar de forma 

significativa el porcentaje de celulas Ki67±. 
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Obtencion de 12-desoxiforboles de Euphorbia resinifera . 

Los 12-desoxiforboles 13-0-angeloil-12-desoxiforbol o ER271, 13-0- 

isobutiroil-12-desoxiforbol o ER272, 13-0-fenilacetil-12-desoxiforbol o ER14,  

20-0-acetil-13-0-angeloil-12-desoxiforbol o ER2, 20-0-acetil-13-0-isobutiroil-

5 12-desoxiforbol o ER3 y 20-0-acetil-13-0-fenilacetil-12-desoxiforbol  o ER8  

fueron obtenidos por aislamiento y purificaci6n a partir del latex de Euphorbia 

resinifera colectada en Tanant, Marruecos (Diciembre, 2007). La obtencion de Los 

productos purificados se realizo a partir del extracto metanolico del latex de la 

planta y sometido a un fraccionamiento posterior mediante cromatografia en gel 

10 de silice y cromatografia liquida de alta eficacia (FIPLC); este fraccionamiento fue 

controlado mediante cromatografia en capa fina. Los productos fueron 

identificados mediante tecnicas espectrosc6picas y espectrometricas. Los datos 

espectroscopicos de los productos obtenidos en E. resinifera coinciden 

plenamente con los datos reportados previamente en la literatura. 

15 
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1. Uso in vitro de compuestos de la familia de los 12-desoxiforboles tales 

como los detallados en las estructuras Ia y lb o una sal 

farmacologicamente activa de los mismos, para favorecer la proliferacion 

5 de precursores neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

2. Uso in vitro del compuesto segun la reivindicacion 1 denominado 13-0- 

acetil-12-desoxiforbol para favorecer la proliferacion de precursores 

neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

3. Uso in vitro del compuesto segim la reivindicacion 1 denominado 13-0- 

10 Isobutiroil-12-desoxiforbol para favorecer la proliferacion de precursores 

neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

4. Uso in vitro del compuesto segun la reivindicacion 1 denominado 13-0- 

angeloil-12-desoxiforbol para favorecer la proliferacion de precursores 

neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

15 5. Uso in vitro del compuesto segun la reivindicacion 1 denominado 20-0- 

acetil-13-0-angeloil-12-desoxiforbol para favorecer la proliferacion de 

precursores neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

6. Uso in vitro del compuesto segun la reivindicacion 1 denominado 20-0- 

acetil-13-0-Isobutiroil-12-desoxiforbol para favorecer la proliferacion de 

20 precursores neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

7. Uso in vitro del compuesto segfin la reivindicacion 1 denominado 20-0- 

acetil-13-0-fenilacetil-12-desoxiforbol para favorecer la proliferacion de 

precursores neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

8. Uso in vitro del compuesto segun la reivindicacion 1 denominado 13-0- 

25 fenilacetil-12-desoxiforbol para favorecer la proliferacion de precursores 

neurales o celulas madre neurales en cultivo. 

REIVINDICACIONES 
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9. Metodo para la proliferacion de celulas madre neurales o precursores 

neurales in vitro que comprende: 

a. Disolver un compuesto de la familia de 12-desoxiforboles o 

cualquiera de los compuestos recogidos en las reivindicaciones 2-8 

o una sal farmacologicamente activa de los mismos en una 

solucion que pueda disolver tanto el compuesto como su sal 

farmaceuticamente aceptada; y 

b. Poner en contacto celulas madre neurales o precursores neurales 

con la disolucion descrita en (a), en un medio adecuado para la 

10 proliferacion de las celulas madre neurales o precursores neurales 

y que comprenda el factor de crecimiento epidermic° (EGF) y/o el 

factor basic° de crecimiento de fibroblastos (bFGF); y donde los 

compuestos de la familia de 12-desoxiforboles o cualquiera de los 

compuestos recogidos en las reivindicaciones 2-8 o una sal 

15 farmacologicamente activa de dichos compuestos se hallen en el 

medio en un rang° de concentracion de 1 pmol/L a 40 gmol/L. 

10. Medio de cultivo adecuado para la proliferacion de celulas madre neurales 

o precursores neurales in vitro , que comprenda un compuesto de la familia 

de 12-desoxiforboles o cualquiera de los compuestos recogidos en las 

20 reivindicaciones 2-8 y/o una sal farmacologicamente activa de dichos 

compuestos. 

11. Medio de cultivo segun la reivindicacion 10, que ademas comprenda el 

factor de crecimiento epidermic° (EGF) y/o el factor basic() de 

crecimiento de fibroblastos (bFGF) y donde los compuestos de la familia 

25 de 12-desoxiforboles o cualquiera de los compuestos recogidos en las 

reivindicaciones 2-8 y/o la sal farmacologicamente activa del mismo se 

hallen en el medio en un rango de concentracion de 1 pmol/L a 40 !mon. 
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12. Uso del medio de cultivo segon cualquiera de las reivindicaciones 10 o 11, 

para favorecer la proliferacion de precursores neurales o celulas madre 

neurales en cultivo. 

13. Precursores neurales o celulas madre neurales obtenibles por el metodo de 

5 la reivindicacion 9. 

14. Uso de compuesto de la familia de 12 desoxiforboles o cualquiera de los 

compuestos recogidos en las reivindicaciones 2-8 y/o una sal 

farmacologicamente activa de dichos compuestos, para la elaboracion de 

un medicamento para su uso en el tratamiento de enfermedades o lesiones 

10 que cursen con perdida neuronal seleccionadas del grupo que consiste en: 

isquemia cerebral focalizada, traumatismo craneoencefalico con dario 

neuronal, Parkinson, epilepsia y esclerosis lateral amiotrofica. 

15. Uso segim la reivindicacion 14, que ademas comprende uno o mas 

excipientes farmaceuticamente aceptables. 

15 16. Uso segim cualquiera de las reivindicaciones 14 o 15, que ademas 

comprende una poblacion de precursores neurales o celulas madre 

neurales. 

17. Uso segim la reivindicacion 16, donde dicha poblacion de precursores 

neurales o celulas madre neurales es la poblacion de la reivindicacion 13. 

20 
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Figura 2 
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Figura 3. 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 
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Figura 8 
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