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DESCRIPCION
Acetil-carnitina para uso en un método para incrementar la neurogénesis en el tejido neuronal
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere al uso de acetil L-carnitina para incrementar la neurogénesis.

En particular, la presente invencion se refiere al uso de acetil L-carnitina o una sal de la misma para incrementar la
neurogénesis.

Antecedentes de la invencion

Se creia que la neurogénesis, o la formacion de nuevas células neuronales, se daba solamente en los organismos
en desarrollo. Sin embargo, la investigacion reciente ha demostrado que la neurogénesis contintia, de hecho, a lo
largo de la vida adulta tanto en los organismos vertebrados como en los invertebrados.

Las células madre neuronales (CMN) son una fuente de neuronas nuevas en el sistema nervioso central (SNC)
mamifero. Las CMN estan localizadas en la zona ependimaria y/o subventricular (ZSV) que tapiza el ventriculo
lateral (Cell 1999; 97:703-716; Cell 1999; 96:25-34) y en el giro dentado de la formacién hipocampica (J. Neurobiol.
1998; 36:249-266). Los estudios han revelado la posibilidad de varias localizaciones adicionales de CMN en el SNC
adulto (J. Neurosci. 1999; 19:8487-8497). La divisidon asimétrica de las CMN mantiene su nimero inicial, a la vez que
se genera una poblacion de células precursoras o progenitoras que se dividen rapidamente (Cell 1999; 96:25-34).
Las células progenitoras responden a una diversidad de sefiales que dictan el grado de su proliferacion y su destino,
desde el punto de vista tanto de la diferenciacién como de la ubicacion.

Las CMN del sistema ventricular del adulto son probablemente homoélogos de las células madre de la zona
ventricular embrionaria que tapizan el tubo neural. La progenie de estas células embrionarias migra para formar el
SNC como neuronas y glia diferenciadas (Developmental Neurobiology. 1991; pags. 401-451). Las CMN persisten
en la pared del ventriculo lateral (PVL) del adulto, y generan progenitores neuronales que migran por la corriente
migratoria rostral hacia el bulbo olfativo. Alli se diferencian en células granulares y neuronas periglomerulares (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1993; 90:2074-2077). En el bulbo olfativo se da una muerte neuronal sustancial, lo que crea la
necesidad de una sustitucion continua de las neuronas perdidas que se satisface mediante los progenitores
migratorios derivados de la PVL (Neurosci. Lett. 2000; 291:17-20). Ademas, existen indicaciones de que las
neuronas perdidas de otras regiones del cerebro se pueden sustituir por progenitores de la PVL que se diferencian
hasta el fenotipo de las neuronas perdidas, con proyecciones neuronales adecuadas y sinapsis con el tipo correcto
de células objetivo (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997; 94:11663-11668; Nature 2000; 405:951-955).

Se han establecido técnicas de cultivo in vitro para identificar las sefiales externas implicadas en la regulacion de la
proliferacion y diferenciacion de CMN (Cell 1999; 96:25-34; Exp. Cell Res. 1999; 253:733-736). Los mitdgenos EGF
y FGF basico permiten la expansion de cultivos celulares de progenitores neuronales aislados de la pared del
ventriculo y del hipocampo (Science 1997; 276:66-71; Exp. Cell Res. 1999; 253:733-736). Estos progenitores en
division permanecen en un estado indiferenciado, y crecen hasta grandes clones de células conocidos como
neuroesferas. Tras la retirada de los mitdégenos y la adicion de suero, los progenitores se diferencian en neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos, que son los tres linajes de células del cerebro (Cell 1999; 97:703-716; Cell 1999;
96:25-34). Se pueden afiadir factores de crecimiento especificos para alterar las proporciones de cada tipo celular
formado. Por ejemplo, CNTF actua para dirigir los progenitores neuronales hacia un destino astrocitico (Genes Dev.
1996; 10:3129-3140; J. Neurosci. 1998; 18:3620-3629). La hormona tiroidea, triyodotironina (T3), estimula la
diferenciacion hasta oligodendrocitos (Genes Dev. 1996; 10:3129-3140), mientras PDGF aumenta la diferenciacion
neuronal de las células progenitoras (Genes Dev. 1996; 10:3129-3140; Neuron 1997; 18:553-562). Recientemente
se ha demostrado que, de hecho, las neuronas regeneradas adultas se integran en el circuito cerebral existente, y
contribuyen a mejorar los déficits neurolégicos (Cell 2002; 110:429-441). De manera interesante, las observaciones
también han demostrado que la neurogénesis no solamente se esta dando a nivel del bulbo olfativo y el hipocampo.
A este respecto, se ha propuesto que este proceso también se puede dar en la sustancia negra del ratén adulto, lo
que abre un nuevo campo de investigacion para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2003; 100:7925-7930).

La capacidad de expandir los progenitores neuronales y manipular su destino celular tiene implicaciones enormes
para las terapias de trasplante para enfermedades neuroldgicas en las que se pierden tipos celulares especificos. La
enfermedad de Parkinson (EP), por ejemplo, se caracteriza por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra. Los tratamientos previos de trasplante para pacientes de EP han usado tejido fetal tomado del
mesencéfalo ventral en un momento en el que las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra estan
experimentando una diferenciacion terminal (Prog. Neurobiol. 1994; 44:1-35). Estas células se han injertado en el
nucleo estriado, en el que forman contactos sinapticos con las neuronas estriatales del hospedador, su objetivo
sinaptico normal. Esto restablece el recambio y la liberacion de dopamina hasta los niveles normales, con beneficios
funcionales significativos para el paciente (Prog. Neurobiol. 1994; 44:1-35). Sin embargo, el injerto de tejido fetal esta
limitado por consideraciones éticas y la escasez de tejido donante. La expansion y manipulacion de CMN adultas
puede proporcionar potencialmente una diversidad de células bien caracterizadas para estrategias basadas en
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trasplante para una enfermedad neurodegenerativa tal como EP. Para este objetivo, es de importancia fundamental
la identificacion de los factores y las rutas que controlan la proliferacion y diferenciacion de los tipos de células
neuronales.

Los estudios han demostrado que la infusion intraventricular de EGF y FGF basico induce la proliferacion de la
poblacién de células de la pared del ventriculo adulto. En el caso de EGF, se ha observado una gran migracion de
progenitores hacia el parénquima estriatal cercano (J. Neurosci 1996; 16:2649-2658; J. Neurosci 1997; 17:5820-
5829). EGF incrementa la diferenciacion hasta el linaje glial, y reduce la generacion de neuronas (J. Neurosci 1997;
17:5820-5829). Ademas, la infusion intraventricular de BDNF en ratas adultas incrementa el numero de neuronas
recién generadas en el bulbo olfativo y la corriente migratoria rostral, y en las estructuras parenquimatosas, que
incluyen el nucleo estriado, tabique, talamo e hipotalamo (J. Neurosci. 2001; 21:6706-6717). Asi, varios estudios han
demostrado que se puede estimular la proliferacion de progenitores en la ZSV de la PVL y que su linaje se puede
guiar hacia destinos neuronales o gliales. Aun asi, el nimero de factores que se sabe que afectan a la neurogénesis
in vivo es pequefio, y sus efectos son adversos o limitados.

Como se menciond anteriormente, la identificacion de factores y rutas que controlan la proliferacion y diferenciacion
de los tipos de células neuronales es de importancia fundamental en el campo médico.

Ya se conoce el uso de acetil L-carnitina o propionil L-carnitina en el campo médico.

El documento US 4346107 se refiere al uso de acetil L-carnitina para el tratamiento terapéutico de pacientes con un
metabolismo cerebral alterado, como por ejemplo en los estados de involucidon psicomotriz senil y presenil y en la
demencia senil y presenil.

El documento US 4343816 se refiere al uso de acetil L-carnitina para el tratamiento terapéutico de pacientes con
enfermedades vasculares periféricas tales como, en general, la enfermedad de Raynaud.

El documento WO 9857629 se refiere al uso de acetil L-carnitina para el tratamiento terapéutico de individuos
jovenes que padecen trastornos del estado de animo clasificables como distimia (DMS 1V) y una personalidad o
temperamento depresivo, irritable, ciclotimico basandose en las clasificaciones DMS IV y AXIS II, que implican el
abuso definido de sustancias psicotropicas.

El documento WO 03066041 se refiere al uso de acetil L-carnitina para el tratamiento terapéutico de la depresién en
sujetos geriatricos sin demencia que tienen un trastorno depresivo mayor (NDG-MDD).

El documento EP 0256999 se refiere al uso de acetil L-carnitina para el tratamiento terapéutico de pacientes
afectados por neuropatia periférica aguda o cronica.

El documento EP 0498144 se refiere al uso de acetil L-carnitina para el tratamiento terapéutico del coma traumatico.
En esta publicacion también se informa de que la acetil L-carnitina es capaz de incrementar el flujo sanguineo
cerebral (FSC) medido por medio de SPECT (tomografia computerizada por emision de fotdn tnico).

El documento EP 0793962 describe el uso de propionil L-carnitina para tratar la arteriosclerosis obliterante crénica
en pacientes con una claudicacion intermitente gravemente incapacitante.

El documento US 2005/043312 describe el uso de acetil-L-carnitina para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica y otras enfermedades neurodegenerativas.

El documento US 6 572 899 describe composiciones que comprenden acetil-L-carnitina para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, la demencia y pérdida de memoria.

El documento EP 0 514 359 describe amidas de alcanoil L-carnitina con aminoacidos y composiciones farmacéuticas
que contienen las mismas, para estimular la regeneracion del tejido nervioso, inhibir la degeneracion neuronal,
mejorar los procesos de aprendizaje y memoria, y para el tratamiento del coma.

PETTEGREW J W ET AL: "Acetyl-L-carnitine physical-chemical, metabolic, and therapeutic properties: relevance for
its mode of action in Alzheimer's disease and geriatric depression”, MOLECULAR PSYCHIATRY, BASINGSTOKE,
GB LNKD-DOI:10.1038/SJ.MP. 4000805, vol. 5, n° 6, 1 de enero de 2000 (01-01-2000), paginas 616-632,
XP009010394, describe el uso de acetil-L-carnitina en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Este
documento informa ademas de los efectos neurotréficos de la acetil-L-carnitina durante el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, que se modulan mediante la estimulacion de NGF.

DE ANGELIS C ET AL: "Acetyl-L-carnitine prevents age-dependent structural alterations in rat peripheral nerves and
promotes regeneration following sciatic nerve injury in young and senescent rats.", julio de 1994 (07-1994),
EXPERIMENTAL NEUROLOGY JUL 1994 LNKD-PUBMED:8070513, VOL. 128, NR. 1, PAGINA(S) 103 - 114,
XP002590826, describe que un tratamiento con acetil-L-carnitina reduce el porcentaje de fibras mielinizadas
caracterizadas por alteraciones morfolégicas dependientes de la edad, tales como globos de mielina, giros envueltos
de mielina, reduplicacién de mielina, y ovoides.
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BIGINI P ET AL: "Acetyl-L-carnitine Shows neuroprotective and neurotrophic activity in primary culture of rat embryo
motoneurons”, 6 de septiembre de 2002 (06-09-2002), NEUROSCIENCE LETTERS, VOL. 329, NR. 3, PAGINA(S)
334-338, XP002590825, describe el papel de la acetil-L-carnitina en la proteccién de cultivos primarios de
motoneuronas expuestas a agentes excitotoxicos o privadas de suero-factor neurotréfico derivado de cerebro. Se ha
descubierto que el tratamiento con acetil-L-carnitina mejora la actividad de las motoneuronas, lo que actda como un
factor neurotrdfico.

El documento WO 00/21526 describe acilcarnitinas para tratar la demencia senil y el Alzheimer.
El documento EP 0 681 839 describe acetil y propionil carnitina para tratar trastornos neuropsicologicos.

Se ha establecido que se generan neuronas nuevas en el hipocampo adulto a lo largo de la vida a partir de células
madre/progenitoras neuronales (CMNs). La neurogénesis es un proceso regenerativo sensible a los estimulos
externos, implicado en el aprendizaje, la memoria y la regulacion del estado de animo. Por lo tanto, se cree que la
neurogénesis es una forma importante de regeneracioén neuronal, que permite a los organismos adaptarse a los
cambios ambientales a lo largo de la vida.

La tasa de neurogénesis hipocampica cambia significativamente con las influencias fisiolégicas o patoldgicas, tales
como la actividad fisica, el enriquecimiento ambiental, el estrés, los trastornos del estado de animo, el
envejecimiento y los trastornos neurodegenerativos. De hecho, durante el envejecimiento, existe una disminucion
relacionada con la edad de la neurogénesis adulta. Esta disminucion esta muy relacionada con una proliferacion
disminuida, asociada a una estimulacion disminuida hacia la proliferacion en el cerebro envejecido. La neurogénesis
hipocampica natural o estimulada desempefia un papel importante en los efectos clinicos de los antidepresivos, y
posiblemente la neurogénesis reducida puede estar implicada en las atrofias de areas cerebrales (lo que incluye el
hipocampo) asociadas a la depresion. En la enfermedad de Alzheimer (EA), también existen pruebas de una
neurogénesis disminuida, que acompafia a la pérdida neuronal caracteristica de la enfermedad.

En el campo médico se percibe la necesidad de disponer de un compuesto nuevo, o un nuevo uso de un compuesto
conocido, util para estimular la neurogénesis para la prevencion de la pérdida neuronal en los procesos normales o
patoldgicos del cerebro.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 describe que ALC tiene un efecto fortalecedor dependiente de la concentracion sobre la diferenciacion
de células madre/progenitores adultos hacia neuronas maduras e inmaduras. De hecho, ALC tiene una notable
actividad neurogénica hipocampica dependiente de la concentracion, tal como se demuestra mediante el incremento
del porcentaje de células MAP-2 positivas (es decir, neuronas nuevas) en cultivo.

La Figura 2 muestra la actividad neurogénica hipocampica de ALC (células MAP2-positivas) analizada mediante
tincion de MAP-2 en neuronas cultivadas con tinciéon de inmunofluorescencia. Los nucleos se tifieron con Drag5.

Las Figuras 3 y 4 describen que la actividad neurogénica de ALC no se correlaciona con la actividad
neuroprotectora. De hecho, a las concentraciones que indujeron la neurogénesis, ALC (100 yM; 300 uM o 1 mM) no
redujo el porcentaje de nucleos apoptoticos (Fig. 3) o incluso la actividad de la enzima LDH, un indice de necrosis

(Fig. 4).

En la Figura 5 se muestra el efecto especifico de ALC sobre las células en diversas etapas de la diferenciacion. Para
entender mejor la Figura 5, es importante aclarar que se uso "Nestina", una proteina filamentosa intermedia
expresada de manera predominante por las células madre neuronales, como marcador especifico. De hecho,
solamente las células positivas para nestina (nestina®) forman esferas cuando se colocan en las condiciones de
cultivo usadas para las células madre neuronales. En particular, las neuronas maduras son positivas para MAP2 y
negativas para nestina, las neuronas inmaduras son positivas para MAP2 y nestina, las células madre/progenitoras
son negativas para MAP2 y positivas para nestina, y las células progenitoras son negativas para MAP2 y nestina
(véase la Figura 5).

En la Figura 6 se muestra que PLC y ALC son activadores de la diferenciacion neuronal de CPN. De hecho, PLC
increment6 el numero tanto de neuronas maduras como de neuronas inmaduras, y redujo el ndmero de una
subpoblacidon de células madre/progenitoras neuronales indiferenciadas, aunque en menor grado en comparacion
con ALC. Por el contrario, LC no tuvo ninguin efecto. Ademas, los resultados demostraron que los efectos de ALC y
PLC sobre la diferenciacion de CPN no se debieron a los efectos neuroprotectores sobre las neuronas inmaduras o
maduras recién generadas.

(Sinénimo: acetil L-carnitina=ALC=ALCAR=L-acet; propionil L-carnitina=PLC=L-Prop; LC=L-carnitina=L-car).
Descripcion de la invenciéon

La presente invencion se refiere a acetil L-carnitina, o una sal de la misma, para el uso en la prevencion de un
trastorno del sistema nervioso central incrementando la neurogénesis, seleccionado del grupo que consiste en
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sindrome de Shy-Drager, enfermedad de cuerpos de Lewy, e isquemia espinal, en el que dicha neurogénesis
incrementada disminuye la aparicion de dichos trastornos.

Las enfermedades o alteraciones debidas a una predisposicién genética y/o asociadas al envejecimiento que se
pueden prevenir segun la presente invencion se seleccionan del grupo que consiste en: sindrome de Shy-Drager,
enfermedad de cuerpos de Lewy e isquemia espinal.

Es evidente que, segun la presente invencion, no se incluyen los pacientes que tienen alteraciones traumaticas de
los nervios (por ejemplo, nervios lesionados) o del SNC (por ejemplo, coma traumatico).

La "neurogénesis" se define en la presente memoria como la proliferacion, diferenciacion, migracion, o supervivencia
de una célula neuronal in vivo o in vitro. En una realizacién preferida, la célula neuronal es una célula madre o célula
progenitora neuronal adulta, fetal, o embrionaria. La neurogénesis también se refiere a un incremento neto del
numero de células o a un incremento neto de la supervivencia de las células. Tal como se usa en la presente
memoria, "CMN" incluiria, al menos, todas las células madre cerebrales, todas las células progenitoras cerebrales, y
todas las células precursoras cerebrales.

En esta descripcion, los términos enfermedad o trastorno tendran el mismo significado.

La administracion de acetil L-carnitina puede ser sistémica o directa al SNC de un paciente. Las vias de
administracion incluyen la administracion oral, subcutanea, transdérmica, intraperitoneal, intramuscular, venosa,
intracerebroventricular, intraparenquimatosa, intratecal, intracraneal, bucal, mucosa, nasal, pulmonar, y rectal, o la
administracion mediante un sistema de administracién con liposomas.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica se usa para prevenir enfermedades estimulando la neurogénesis (es
decir, el crecimiento, la proliferacion, migracion, supervivencia y/o diferenciacion celular). Para la prevencion, el uso
de la invenciéon comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que incluye
acetil L-carnitina en un intervalo de dosis de 0,1 g/dia a 4,00 g/dia; preferiblemente a una dosis de 1 a 2,00 g/dia; lo
mas preferiblemente 1,5 g/dia en una dosis individual o multiple.

La composicién de la invencién puede comprender ademas vehiculos fisiolégicamente aceptables.

Segun la presente invencion, los vehiculos fisiolégicamente aceptables pueden ser cualquier vehiculo conocido en el
campo por ser adecuado para una aplicacion farmacéutica (es decir, topica, oral, y parenteral). Los vehiculos y
formulaciones farmacéuticas adecuadas se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (192
ed.) (Gennaro, ed. (1995) Mack Publishing Co., Easton, Pa.).

La utilidad de la invencion se puede usar para tratar a cualquier mamifero, lo que incluye seres humanos, vacas,
caballos, perros, ovejas, y gatos. Preferiblemente, la utilidad de la invencion se usa para tratar a seres humanos. En
un aspecto, la invencion proporciona una prevencion regenerativa para los trastornos neurolégicos estimulando a las
células (p.ej., células madre) para que crezcan, proliferen, migren, sobrevivan, y/o se diferencien para sustituir a las
células neuronales que se hayan perdido o destruido. La estimulacion in vivo de tales células (p.ej., células madre)
se puede llevar a cabo administrando localmente (por medio de cualquier via) el agente modulador de la
neurogénesis de la invencion a las células en una formulacion adecuada.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso en la presente invencién incluyen composiciones en las
que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir su fin deseado. De manera mas
especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad eficaz para estimular de manera éptima la
proliferacion (p.ej., de células madre o células progenitoras). Se apreciara que el contenido unitario de ingrediente o
ingredientes activos contenidos en una dosis individual de cada forma farmacéutica no necesita constituir por si
mismo una cantidad eficaz, ya que la cantidad eficaz necesaria se puede alcanzar mediante la administracion de una
diversidad de unidades de dosis (tales como capsulas o comprimidos o combinaciones de los mismos). Ademas, se
entiende que, a ciertos niveles de dosis, una cantidad eficaz puede no mostrar ningin efecto medible (el efecto
medible podria ser la ausencia de deterioro) hasta después de una semana, un mes, tres meses, seis meses o un
afio o mas de uso. La determinacién de las cantidades eficaces se halla dentro de la capacidad de los expertos en la
técnica. El nivel de dosis especifico para cualquier usuario particular dependera de una diversidad de factores, que
incluyen la edad, el nivel de actividad fisica, la salud general, y la gravedad del trastorno a prevenir.

Para cualquier compuesto, se puede estimar inicialmente la dosis terapéuticamente eficaz en ensayos con cultivos
celulares o en modelos animales, normalmente ratones o ratas.

El modelo animal también se puede usar para determinar el intervalo de concentraciones adecuado y la via de
administracion. Tal informacién se puede usar después para determinar las dosis y vias Utiles para la administracion
en seres humanos.

La dosis eficaz precisa para un sujeto humano dependera de la gravedad del estado de enfermedad, la salud
general del sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la dieta, el momento y la frecuencia de la administracion, las
sensibilidades de reaccion, y la tolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad se puede determinar mediante
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experimentacion rutinaria, y esta dentro del juicio del clinico.

Lo que pretende significar sal de acetil L-carnitina es cualquier sal con un acido que no dé lugar a efectos toxicos o
secundarios.

Los ejemplos no limitantes de tales sales son: cloruro, bromuro, orotato, aspartato, aspartato acido, citrato acido,
citrato de magnesio, fosfato, fosfato acido, fumarato y fumarato acido, fumarato de magnesio, lactato, maleato y
maleato acido, oxalato, oxalato acido, pamoato, pamoato acido, sulfato, sulfato acido, fosfato de glucosa, tartrato y
tartrato acido, glicerofosfato, mucato, tartrato de magnesio, 2-amino-etanosulfonato, 2-amino-etanosulfonato de
magnesio, metanosulfonato, tartrato de colina, tricloroacetato, y trifluoroacetato.

Se proporciona una lista de las sales farmacéuticamente aceptables aprobadas por la FDA en la publicacién Int. J. of
Pharm. 33 (1986), 201-217.

La acetil L-carnitina es un compuesto conocido, y su proceso de preparacion se describe en el documento US
4.254.053. Su obtencién, por lo tanto, es muy sencilla, ya que estos productos han estado en el mercado durante
mucho tiempo y son de un grado adecuado para la administracién a seres humanos.

Como se muestra en la parte experimental informada a continuacion, la actividad neurogénica de la acetil L-carnitina
o propionil L-carnitina (referencial) segun la presente invencion no se correlaciona con su actividad neuroprotectora.

De hecho, a las concentraciones que indujeron neurogénesis, la acetil L-carnitina y propionil L-carnitina
(referenciales) no redujeron el porcentaje de nucleos apoptéticos o la actividad de la enzima LDH, un indice de
Necrosis.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran adicionalmente la invencion.

EJEMPLO 1

ALC in vitro modula la diferenciacidon neuronal de progenitores neuronales adultos tomados del hipocampo de raton.
INTRODUCCION

Durante la edad adulta tiene lugar un grupo complejo de eventos relacionados con la proliferacion, diferenciacion,
migracion y supervivencia celular que caracterizan la neurogénesis adulta partiendo de células madre neuronales.
Estos eventos tienen lugar principalmente en dos regiones diferentes del cerebro: la zona subgranular en la fascia
dentada del hipocampo (Zona SubGranular, ZSG) y la zona subventricular en la pared del ventriculo lateral (Zona
SubVentricular, ZSV), en la que se cree que hay un micromedio favorable (nicho) que posibilita que la célula madre
sobreviva y se divida periddicamente y asimétricamente, lo que da lugar a progenitores que se dividen rapidamente,
algunos de los cuales se desplazan hacia la diferenciacion neuronal.

MATERIALES Y METODOS
Animales y preparacion de neuroesferas hipocampicas en cultivo.

Las células madre adultas del hipocampo de ratén se prepararon y se mantuvieron en cultivo en forma de
neuroesferas como se describid previamente en Denis-Donini S. et al. J. Neuroscience, 2008. En particular, se
usaron ratones CD1 macho de una edad de 3-5 meses, de acuerdo con las leyes de experimentacion con animales.

Proliferacion de células madre/progenitoras neuronales adultas.

Se disociaron neuroesferas con pases de entre 4-12 y se colocaron en placas a una densidad de 1X10° células/ml
en una placa de 96 pocillos con ALC (0,1-2 mM) a diferentes concentraciones o un vehiculo. Después de 24, 48, 72
y 96 horas, las células se procesaron para medir la cantidad de ATP celular presente mediante el uso del kit
CellTiter-GlowTM Luminescent (Promega).

Diferenciacion de células madre/progenitores neuronales adultos.

Para la diferenciacién, las células derivadas de las neuroesferas hipocampicas con pases de entre 4-12 se
disociaron y se colocaron en placas sobre portaobjetos con camara Lab-Tek Permanox de 8 pocillos (Nunc,
Wiesbaden, Alemania) previamente revestidos con laminina de raton (2,5 pg/cm?, Sigma) a una densidad de
alrededor de 40.000 células/cm?. La composicion del medio de diferenciacion fue: Neurobasal-A, suplemento B27,
glutamina 2 mM, 100 U/100 ug/ml de penicilina/estreptomicina. Se afiadié ALC (0,1-2 mM) o un vehiculo al medio.
Después de 24 horas, las células se lavaron y se fijaron en un 4% de paraformaldehido durante 20 min para el
analisis posterior mediante el uso de inmunofluorescencia.

Analisis mediante el uso de inmunofluorescencia.

Las células fijadas tras la diferenciacion en presencia de ALC, un vehiculo o farmacos de referencia se lavaron tres
veces en PBS y se permeabilizaron mediante incubacién durante 5 min a temperatura ambiente con PBS
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complementado con un 0,48% (vol/vol) de Triton X-100 (Sigma). Posteriormente, las células se incubaron con los
siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal anti-nestina de ratén, 1:1200, Abcam, Cambridge, MA); anti-
MAP-2 (anticuerpo policlonal de conejo, 1:600, Chemicon). Las células se incubaron en el anticuerpo primario
durante 150 min a temperatura ambiente en una disolucién que contenia un 8% (vol/vol) de suero de cabra. Los
anticuerpos secundarios fueron los siguientes: anticuerpo anti-ratén de burro conjugado a Alexa Fluor 594 (1:1400,
Molecular Probes), anti-conejo de burro conjugado a Alexa Fluor 488 (1:1 600, Molecular Probes), en una disolucion
que contenia un 16% (vol/vol) de suero de burro. Después se realizé una tincion de contraste de los nucleos con
Drag5 (1:2000, Alexis Biochemicals) preparado en PBS. Los portaobjetos se montaron mediante el uso de medio de
montaje fluorescente (DakoCytomation, Glostrup).

En cada experimento, se cuantificd si las células de al menos 5 campos/pocillo (que correspondian a alrededor de
150 células) fueron positivas para uno o mas marcadores fenotipicos usados para distinguir entre ellas: células
madre progenitoras indiferenciadas, neuronas inmaduras, neuronas maduras. El recuento de las células lo realizd un
operador (con enmascaramiento respecto de la naturaleza del tratamiento al que se sometié a las células) mediante
el uso de un microscopio de fluorescencia ECLIPSE E600 (NIKON, Calenzano, Italia) con una lente de 60X. Todos
los experimentos se llevaron a cabo con al menos cinco preparaciones de células, y cada punto experimental por
triplicado.

Analisis y Supervivencia Celular.

Tras la diferenciacion en presencia de ALC, un vehiculo o farmacos de referencia, se recogid el medio y se
determind la actividad de la enzima LDH mediante el uso del kit de deteccion de citotoxicidad LDH (Roche Applied
Science), siguiendo las instrucciones del fabricante, para cuantificar la muerte debida a la necrosis. En paralelo, para
analizar también la muerte apoptotica, tras la fijacion, se marcaron los nucleos celulares con 0,8 ng/ml de Hoechst
(Sigma-Aldrich) diluido en PBS. El recuento de los nucleos apoptéticos lo realizé un operador (con enmascaramiento
respecto de la naturaleza del tratamiento al que se sometié a las células) mediante el uso de un microscopio de
fluorescencia ECLIPSE E600 (NIKON, Calenzano, Italia) con una lente de 60X. Todos los experimentos se llevaron a
cabo con al menos cinco preparaciones de células, y cada punto experimental por triplicado.

RESULTADOS

En este estudio se uso la proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2) como marcador especifico de neuronas. MAP-
2 es la principal proteina asociada a microtubulos del tejido cerebral. Existen ciertos indicios de que MAP2 se
expresa a niveles mayores en ciertos tipos de neuronas que en otras. Se sabe que MAP2 estimula el ensamblaje de
los microtubulos, y que forma brazos laterales en los microtubulos, lo cual es una etapa esencial de la neurogénesis.
También interacciona con los neurofilamentos, la actina, y otros elementos del citoesqueleto.

En las neuroesferas adultas del hipocampo de ratéon, en comparaciéon con acido valproico (AVP), un modulador
positivo de la neurogénesis, se ha demostrado que ALC tiene un efecto fortalecedor dependiente de la dosis sobre la
diferenciacion de las células madre/progenitores adultos hacia neuronas maduras e inmaduras (Fig. 1). De hecho,
ALC tiene una notable actividad neurogénica hipocampica dependiente de la concentracion, tal como se demuestra
mediante el incremento del porcentaje de células MAP-2 positivas en cultivo.

La actividad neurogénica hipocampica de ALC también se analizé mediante tincion de MAP-2 (verde) en neuronas
cultivadas con tincion de inmunofluorescencia. Los nucleos se tifieron con Drag5 (Fig. 2).

La actividad neurogénica de ALC no se correlaciona con la actividad neuroprotectora. De hecho, a las
concentraciones que indujeron la neurogénesis, ALC (100 uM; 300 uM o 1 mM) no redujo el porcentaje de nucleos
apoptoticos (Fig. 3) o incluso redujo la actividad de la enzima LDH, un indice de necrosis, en el medio de cultivo (Fig.
4).

También se usd nestina, una proteina filamentosa intermedia expresada de manera predominante por las células
madre neuronales, como marcador especifico. De hecho, solamente las células positivas para nestina forman
esferas cuando se colocan en las condiciones de cultivo usadas para las células madre neuronales. En particular, las
neuronas maduras son positivas para MAP2 y negativas para nestina, las neuronas inmaduras son positivas para
MAP2 y nestina, las células madre/progenitoras son negativas para MAP2 y positivas para nestina, y las células
progenitoras son negativas para MAP2 y nestina (Fig. 5).

El tratamiento con ALC incrementé el nimero de neuronas maduras de una manera dependiente de la
concentracion, asi como el nimero de neuronas inmaduras; ALC no tuvo efecto sobre el nimero de células
madre/progenitoras, y disminuyd el nimero de células progenitoras.

Los datos experimentales informados en las Figuras 1-6 muestran que ALC y PLC (referenciales) son capaces de
estimular la diferenciacion neuronal de los progenitores neuronales hipocampicos de raton adulto. En particular, ALC
incrementa el numero de neuronas maduras y neuronas inmaduras; reduce el niumero de una subpoblacion de
células madre/progenitoras neuronales indiferenciadas; y lleva a cabo una actividad que no es debida a su efecto
neuroprotector.
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EJEMPLO 2

Comparacion in vitro de ALC, PLC y LC sobre la modulacién de la diferenciacion neuronal de progenitores
neuronales adultos obtenidos del hipocampo de ratén.

En el Ejemplo 2, mediante el uso de los mismos procedimientos experimentales del Ejemplo 1, se ha comparado la
actividad de ALC (1 mM) como modulador de la neurogénesis hipocampica adulta en un modelo in vitro de células
progenitoras neuronales adultas con la de propionil-L-carnitina (PLC) (referencial) (0,3-1 mM) y L-carnitina (LC) (0,3-
1 mM).

Como se informa en la Figura 6, en comparacion con ALC, PLC (referencial) parecid ser un activador menos potente
de la diferenciacion neuronal de CPN. De hecho, PLC (referencial) incremento el numero tanto de neuronas maduras
como de neuronas inmaduras, y redujo el nimero de una subpoblacion de células madre/progenitoras neuronales
indiferenciadas, aunque en menor grado en comparacion con ALC. Por el contrario, LC no tuvo ningun efecto.

Ademas, los resultados demostraron que los efectos de ALC y PLC (referenciales) sobre la diferenciacion de CPN
no se debieron a efectos neuroprotectores sobre las neuronas inmaduras o maduras recién generadas.
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REIVINDICACIONES

1. Acetil L-carnitina, o una sal de la misma, para el uso en la prevenciéon de un trastorno del sistema nervioso
central incrementando la neurogénesis, seleccionado del grupo que consiste en sindrome de Shy-Drager,
enfermedad de cuerpos de Lewy, e isquemia espinal, en la que dicha neurogénesis incrementada disminuye la
aparicion de dichos trastornos.

2. La acetil-L-carnitina para el uso segun la reivindicacién 1, en la que la sal se selecciona del grupo que consiste
en: cloruro, bromuro, orotato, aspartato, aspartato acido, citrato acido, citrato de magnesio, fosfato, fosfato acido,
fumarato y fumarato acido, fumarato de magnesio, lactato, maleato y maleato acido, oxalato, oxalato acido, pamoato,
pamoato acido, sulfato, sulfato acido, fosfato de glucosa, tartrato y tartrato acido, glicerofosfato, mucato, tartrato de
magnesio, 2-aminoetanosulfonato, 2-amino-etanosulfonato de magnesio, metanosulfonato, tartrato de colina,
tricloroacetato, o trifluoroacetato.

3. La acetil-L-carnitina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que se administra a una
dosis de 0,1 a 4,00 g/dia; preferiblemente a una dosis de 1 a 2,00 g/dia; lo mas preferiblemente a una dosis de 1,5
g/dia, en una dosis individual o multiple.

4. La acetil-L-carnitina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que se administra
mediante una via enteral o parenteral seleccionada de: administracién oral, subcutanea, transdérmica,
intraperitoneal, intramuscular, venosa, intracerebroventricular, intraparenquimatosa, intratecal, intracraneal, bucal,
mucosa, nasal, pulmonar, rectal o liposémica.
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FIGURA 1

% de células MAP-2-positivas (nuevas neuronas)
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ALC= acetil L-carnitina; AVP= acido valproico.
Media + DE (n=3 exp, por triplicado).
Prueba t de Student; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; frente a vehiculo.

La Figura 1 muestra que ALC tiene un efecto fortalecedor dependiente de la
concentracion sobre la diferenciacion de células madre/progenitores adultos hacia
neuronas maduras e inmaduras. De hecho, ALC tiene una notable actividad
neurogénica hipocampica dependiente de la concentracién, tal como se demuestra
mediante el incremento del porcentaje de células MAP-2 positivas en cultivo.
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FIGURA 2

Células MAP2-positivas (nuevas neuronas), nucleos con tincion de contraste con Drag5

Vehiculo B ALC 100 uM

ALC 300 uM AVP 1 mM

La Figura 2 muestra la actividad neurogénica hipocampica de ALC (células MAP2-
positivas, es decir, nuevas neuronas) analizada mediante tincion MAP-2 en
neuronas cultivadas con tincion de inmunofluorescencia. Los ntcleos se tifieron con
Drag5.
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FIGURA 3
% de apoptosis tras incubacion con ALC (acetil L-carnitina) y AVP (acido valproico)
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ALCAR= acetil L-carnitina.

La Figura 3 muestra que la actividad neurogénica de ALC no se correlaciona con la
actividad neuroprotectora. De hecho, a las concentraciones que indujeron la
neurogénesis, ALC (100 pM; 300 uM o 1 mM) no redujo el porcentaje de nucleos
apoptoticos.
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FIGURA 4
% de necrosis tras incubacion con ALC (100 uM:; 300 uM vy 1 mM) y AVP
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La Figura 4 muestra que la actividad neurogénica de ALC no se correlaciona con la
actividad neuroprotectora. De hecho, a las concentraciones que indujeron la
neurogénesis, ALC (100 uM; 300 uM o 1 mM) no redujo la actividad de la enzima
LDH, un indice de necrosis, en el medio de cultivo.

13



ES 2670836 T3

FIGURA 5

Efecto especifico de ALC sobre células en diferentes etapas de diferenciacion
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Sinénimo: acetil L-carnitina=ALC=ALCAR=L-acet.
Media + DE (n=3 exp, por triplicado).
Prueba t de Student; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; frente a vehiculo.

La Figura 5 muestra el efecto especifico de ALC sobre las células en diversas etapas de la
diferenciacion. Las neuronas maduras son positivas para MAP2 y negativas para nestina,
las neuronas inmaduras son positivas para MAP2 y nestina, las células madre/progenitoras
son negativas para MAP2 y positivas para nestina, y las células progenitoras son negativas
para MAP2 y nestina.
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FIGURA 6
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FIGURA 6 (continuacion)

MAP-2/Nestina

% de células viables

weh L300 ph PLE 300 u ALC 500 uh LS T mibk FLC T mik ALCT mh

En la Figura 6 se muestra que PLC y ALC son activadores de la diferenciacion neuronal de
CPN. De hecho, PLC incremento el nimero tanto de neuronas maduras como de neuronas
inmaduras, y redujo el numero de una subpoblacion de células madre/progenitoras
neuronales indiferenciadas, aunque en menor grado en comparacién con ALC. Por el
contrario, LC no tuvo ningun efecto.

Ademas, los resultados demostraron que los efectos de ALC y PLC sobre la diferenciacion
de CPN no se debieron a los efectos neuroprotectores sobre las neuronas inmaduras o
maduras recién generadas.
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