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DESCRIPCION

7-hidroxiepiandrosterona con actividad neuroprotectora.

La presente invencién se refiere al uso de ciertos compuestos de 7-hidroxi-esteroides para proteccién contra la
muerte de células neuronales, y que son asi ttiles en el tratamiento y prevencion de dolencias o secuelas de dolencias
tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, discapacidad cognitiva no demencial (CIND), ictus,
trauma cerebral, lesion de la médula espinal y lesién del nervio periférico; también es ttil para mejorar la funcién
cognitiva.

La produccion de metabolitos 7a-hidroxilados de deshidroepiandrosterona (DHEA) in vivo ha sido conocida desde
1959 con la identificacién de 7a-hidroxi-DHEA en orina [J J Schneider, M L Lewbart, Recent Prog. Horm. Res. 15
(1959) 210-230; L Starka y col, Clin. Chim Acta. 7 (1961) 309-316]. Desde entonces, se han resefiado extensa 7a-
hidroxilacién de sustratos de 35-hidroxiesteroides (que incluyen DHEA y epiandrosterona - EPIA) en preparaciones
de tejidos de muchos 6érganos humanos, que incluyen higado adulto y fetal, testiculos, epididimo, piel, tejido mamario,
prostata, células adiposas estromales y amigdalas. La hidroxilacién de DHEA en la posicién 7 también se ha demos-
trado en higado de rata y en numerosos tejidos y érganos de ratén. En todos esos estudios, 7a-hidroxi DHEA fue a
distancia el principal metabolito producido. Efectivamente, Doostzadeh y col [Steroids 63 (1998) 608-614] informaron
de que la velocidad de produccién de 7a-hidroxi-DHEA por microsomas de higado de ratén era mds de quince veces
la velocidad de produccién de 75-hidroxi-DHEA.

También se ha mostrado que EPIA, DHEA y pregnenolona son rapidamente y extensamente transformadas en sus
correspondientes metabolitos 7a-hidroxi en el cerebro de ratén [J M Guiraud y col, Steroids 34 (1979) 241-248; M
Warmer y col, Endocrinology 124 (1989) 2699-2706; Y Akwa y col, Biochem. J. 288 (1992) 959-964].

El documento WO97/37664 describe el uso de ciertos compuestos especificos, que incluyen esteriodes 7a-hi-
droxi-sustituidos, para tratar trastornos neuropsiquidtricos, inmunes o endocrinos. Entre los trastornos sugeridos en
WQ097/37664 que se pueden tratar mediante el uso de estos compuestos se incluye la enfermedad de Alzheimer. Sin
embargo, el mecanismo sugerido por para esta accién es que se hace la hipétesis de que el trastorno resulta de un
déficit de esteroide 7a-hidroxi-sustituido en el cerebro y el tratamiento que se propone en W0O97/37664 rectifica asi
este déficit mediante la administracién de esteroide 7a-hidroxi-sustituido para reemplazar el compuesto perdido. El
procedimiento descrito en W0O97/37664 trata asi una dolencia existente, en vez de prevenir la dolencia o prevenir
un empeoramiento de la dolencia previniendo un dafio neuronal adicional. Por lo tanto, WO97/37664 no describe un
efecto neuroprotector. Tampoco sugiere que los compuestos se puedan usar para prevenir el dafio causado por sucesos
repentinos y traumdticos tales como ictus.

Los autores de la presente invencién han descubierto sorprendentemente que 7-hidroxi-epiandrosterona, ya sea «,
B o una mezcla, se puede usar para proteger contra dafio neuronal agudo y crénico causado por sucesos tales como
ictus, trauma cerebral e isquemia cerebral que pueden ser inducidos por hemorragia sub-aracnoidea o que ocurren
durante cirugia de puenteo de corazén etc.

Se encuentra uso en sucesos tales como hipoxia e isquemia prolongadas, que pueden estar asociados o no con
hipoglicemia, dafio neuronal, en varios grados.

Se produce tipicamente isquemia durante ataques cardiacos, pero el dafio infringido en esos momentos se limita
sustancialmente a los tejidos cardiacos, y se han desarrollado ciertos tratamientos. Con respecto a la presente in-
vencion, los autores se han implicado en los efectos de la isquemia sobre el cerebro a mds largo plazo, tal como
ocurre con los pacientes de ictus o como resultado de lesién encefdlica. La gravedad de la isquemia depende de la
naturaleza del ictus o de la lesién, pero, invariablemente, hay dafo cerebral y es a éste al que se dirige la presente
invencion.

Se conocen en la técnica diversos agentes neuroprotectores que intentan aliviar el problemas del dafio cerebral, pero
todos los que se conocen actualmente tienden a estar asociados con efectos laterales adversos. Por ejemplo, MK801
(maleato de dizocilpina) es una molécula bastante simple y se sabe que proporciona un nivel de proteccion a pacientes
isquémicos. Sin embargo, MK801 también estd asociado con “efectos psicotropicos alarmantes” (Martindale), asi
como efectos motores adversos. Los efectos neuroprotectores se detallan en Brain Research 755 (1997) 36-46 (Pringle,
A.K., y col,) que se incorpora en este documento por referencia. Estos mismos autores también describen los efectos
neuroprotectores de conotoxina en una comunicacion anterior pero, a pesar de los efectos neuroprotectores de este
compuesto, se observan, in vivo, efectos laterales adversos.

Asi, la presente invencién consiste en el uso para la fabricaciéon de un medicamento para proteccién contra dafio
neuronal agudo y crénico de 7-hidroxiepiandrosterona (7-hidroxi-EPIA),
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Este compuesto se puede representar por la férmula (I):

M

y los isébmeros 7@ y 78 son, respectivamente:

(Ta)

CH,

(Ib)

HO

o o [T

La invencion también abarca el uso de precursores de estos compuestos y compuestos que, in vivo, son metaboli-
zados para dar esos compuestos.

Los isémeros @ y 8 se pueden usar solos o en mezcla y, si se usan en mezcla, se pueden presentar en proporciones
cualesquiera. Sin embargo, el isémero 78 parece que muestra mayor actividad y por lo tanto se prefiere actualmente.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar mediante una diversidad de procedimientos, bien
conocidos por si mismos, partiendo de esteroides padres. Por ejemplo, se pueden preparar mediante los procedimientos
que se describen en la bibliografia anteriormente mencionada, que darfan una mezcla de los compuestos 78 y los
correspondientes 7, que se pueden separar a continuacién mediante técnicas bien conocidas.

Como un ejemplo, se pueden obtener 7a y/o 78-hidroxi EPIA a partir de DHEA por oxidacién alilica después de
proteccion del grupo 38-hidroxi y el grupo 17-cetona usando procedimientos convencionales. El producto se reduce
a continuacién con un catalizador de compuesto de metal soluble (tal como hidruro de sodio) y se desprotegen los
grupos 38-hidroxi y 17-cetona. Los epimeros 7a-hidroxi y 75-hidroxi se pueden separar a continuacion, si se desea,
por procedimientos convencionales, por ejemplo cromatografia de columna, y se pueden cristalizar para purificacién
Ta-y 7B-hidroxi EPIA.
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Alternativamente se pueden preparar 7a- y 73-hidroxi-EPIA segtn se ilustra en el siguiente esquema de reaccién:
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En este esquema de reaccidn, se acetila DHEA (II) para dar el correspondiente acetato de férmula (III), que se
hace reaccionar a continuacién con etilenglicol, para dar el cetal de formula (IV). El cetal (IV) se oxida a continuacién
segun se describe en el Ejemplo 3, para dar el correspondiente compuesto 7-ceto (V), que se desacetila a continuacion,
para dar el compuesto de formula (VI). Este se reduce para dar 7-hidroxi-17-cetal-EPIA de férmula (VII), que se trata
a continuacion con un dcido para eliminar el grupo cetal y dar 7-hidroxi-EPIA, que se separa finalmente en isémeros
7B-y Ta- por cromatografia para dar 7a@- hidroxi-EPTIA (IX) y 78-hidroxi EPIA (X).

Los compuestos de la presente invencién se pueden aplicar a un paciente si se sospecha que esta en peligro de un
suceso isquémico, especialmente un ictus o lesion encefélica, o si se sospecha que va a desarrollar una enfermedad
crénica neurodegenerativa, tal como enfermedad de Alzheimer o CIND, que pueda ser facilitada por isquemia cerebral
crénica subumbral o por produccién reducida de energia neuronal, tal como se observa frecuentemente en el cerebro
de edad avanzada. La aplicacion profildctica de este tipo puede ser sobradamente util. Sin embargo, también se ha
demostrado que los compuestos de la presente invencion tienen actividad util, ain cuando se apliquen después de
un suceso isquémico, pero se apreciard que se prefiere administrar los compuestos lo antes posible, a fin de evitar
lo més posible la degeneracién neuronal. En algunas circunstancias puede ser deseable administrar dosis repetidas,
especialmente cuando el paciente permanece en peligro de un suceso isquémico.

Los procedimientos de administracién adecuados generalmente son por inyeccién, a fin de conseguir el resultado
deseado lo antes posible. Asi, se prefiere particularmente la inyeccién intravenosa pero, en algunas circunstancias
puede ser preferible administrar el compuesto directamente en el fluido cefalorraquideo.

La dosis del compuesto de la presente invencion variard dependiendo de muchos factores, que incluyen la edad,
peso corporal y estado general del paciente, asi como del modo, frecuencia y ruta de administracién. Sin embargo, se
recomienda generalmente una dosis de 0,01 a 50 mg/kg de peso corporal, siendo mds preferida una dosis de 0,05 a
20 mg/kg de peso corporal. Esta se puede administrar en una dosis sencilla o en dosis divididas.
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La invencién se ilustra adicionalmente por los siguientes Ejemplos no limitativos, de los que los Ejemplos 1 a
7 ilustran la preparacién de compuestos de la presente invencién y los Ejemplos 8 y 9 ilustran su actividad. En los
Ejemplos 1 a 7, los nimeros romanos se refieren a las férmulas en los esquemas de reaccién que se han mostrado
anteriormente.

Ejemplo 1
DHEA-3-acetato (I1I)

Una solucién de 50 ml de piridina y 50 ml de anhidrido acético que contenia 10 g de DHEA (II) (34,72 mmol) se
calent?6 a reflujo durante 4 horas. Se enfri6 el medio de reaccion, se vertié en agua y se extrajo con acetato de etilo. Se
secd la fase organica sobre sulfato sédico anhidro y se evapor6 a sequedad. Se obtuvieron 11,0 g de DHEA-3-acetato
(III) (33,33 mmol, 96%), que se recristaliz6 con etanol.

Ejemplo 2
17-cetal-DHEA-3-acetato (IV)

Una solucién de 100 ml de tolueno que contenia 5 g de DHEA-3-acetato (III) (15,15 mmol), 5 ml de etilenglicol y
una cantidad catalitica de acido p-toluenosulfénico se calentd a reflujo con destilacion a vapor usando un aparato de
Dean-Stark durante 24 horas. El medio de reaccidn se vertié en 100 ml de solucién acuosa de carbonato potdsico al
10% peso/volumen. Se decant la fase orgdnica. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. Se combinaron las fases
orgénicas y se evaporaron a sequedad. Se obtuvieron 5,10 g de 17-cetal-3-DHEA-acetato (IV) (13,64 mmol, 90%),
que se recristalizé con etanol.

Ejemplo 3
7-ceto-17-cetal-DHEA-3-acetato (V)

Una solucién de 70 ml de piridina que contenia 5 g de 17-cetal-DHEA-3-acetato (IV) (13,37 mmol) y una cantidad
catalitica de rosa bengala se irradié usando una ldmpara de vapor de mercurio de presién media con burbujeo de
oxigeno. Se afiadié una cantidad catalitica de acetato de cobre al medio de reaccién después de 24 horas. El medio de
reaccion, después de 24 horas, se evaporé a sequedad. El residuo se purific6 por cromatografia reldimpago (SiO,/acetato
de etilo:ciclohexano 3/7). Se obtuvieron 3,11 g de 7-ceto-17-cetal-DHEA-3-acetato (V) (8,02 mmol, 60%).

Ejemplo 4
7-ceto-17-cetal-DHEA (VI)

Una solucién de 50 ml de metanol que contenia 1% de hidréxido potésicoy 1 g de 7-ceto-17-cetal-DHEA-3-acetato
(V) (2,58 mmol) se calent6 a reflujo durante 2 horas. A continuacién se enfri6 el medio de reaccion, se neutralizd y
se extrajo a continuacién con acetato de etilo. Se secd la fase orgdnica sobre sulfato sédico anhidro y se evaporé a
continuacién a sequedad. Se obtuvieron 802 mg de 7-ceto-17-cetal-DHEA 5 (2,32 mmol, 90%), que se recristalizé
con metanol.

Ejemplo 5
7-hidroxi-17-cetal-EPIA (VII)

Se afiadieron 10 g de 7-ceto-17-cetal-DHEA (VI) (28,90 mmol) a una solucién de amoniaco liquido a -33°C
que contenia 2,65 g de sodio. Después de 4 horas, se afiadi6 cloruro amdnico hasta que desapareci6 el color azul.
Se afiadieron a continuacién 2,65 g de sodio. Después de 4 horas, se afiadid de nuevo cloruro amdnico hasta que
desaparecio el color azul. Se afiadi6 agua y se dejé evaporar el amoniaco. Se extrajo el medio de reaccién con acetato
de etilo. Se sec6 la fase orgdnica sobre sulfato sédico anhidro y se evapord a continuacion a sequedad. Se obtuvieron
6,07 g de 7-hidroxi-17-cetal-EPIA (VII) (17,34 mmol, 60%).

Ejemplo 6
7-hidroxi-EPIA (VIII)

Una solucién de 100 ml de acetona que contenia 5 g de agua, 10 g de 7-hidroxi-17-cetal-EPIA (VII) (28,57 mmol,
50%) y una cantidad catalitica de 4cido p-toluenosulfénico se calenté a reflujo durante 4 horas. Se enfri6 el medio
de reaccion, se vertié en 100 ml de solucién acuosa de carbonato potasico al 10% peso/volumen y a continuacién
se extrajo con acetato de etilo. Se secd la fase orgdnica sobre sulfato sédico anhidro y se evapor$ a continuacién
a sequedad. El residuo se purificé por cromatografia relampago (SiO,/acetato de etilo). Se obtuvieron 5,24 g de 7-
hidroxi-EPIA (VIII) (17,14 mmol, 60%).
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Ejemplo 7
7a-hidroxi-EPIA (IX) y 7B-hidroxi-EPIA (X)

7-hidroxi-EPIA (VIII) (5 g) que contenian epimeros 7a y 78 en una relacién 65/35 se purificé por cromatografia
reldmpago (Al,O3;/CHCI;). En primer lugar se obtuvo 78-hidroxi-EPIA (X) (2,5 g), antes de 7a-hidroxi-EPIA (IX)
(1,34 g). 7B-hidroxi-EPIA (X) y 7a-hidroxi-EPIA (IX) se recristalizaron con acetato de etilo.

Ejemplo 8
Protocolo para estudiar el dafio neuronal hipoxico

Se prepararon cultivos organotipicos de rodajas de hipocampo usando el procedimiento bésico de Pringle y col
(1996, 1997) modificado como sigue:

Se decapitaron crias de rata Wistar (de 8-11 dias de edad) y se hicieron rdpidamente las disecciones de los hipocam-
pos en solucién salina equilibrada de Gey enfriada en hielo y suplementada con 4,5 mg/ml de glucosa. Se separaron
las rodajas y se extendieron en inserciones de cultivo Millicell CM (4 por pocillo) y se mantuvieron a 37°C/5% CO,
durante 14 dias. El medio de mantenimiento consistié en 25% de suero de caballo inactivado por calor, 25% de solu-
cion salina equilibrada de Hank (SSEH) y 50% de medio esencial minimo al que se han afiadido sales de Earle (MEM)
suplementado con glutamina 1 mM y 4,5 mg/ml de glucosa. El medio se cambi6 cada 3-4 dias.

Se llevé a cabo la hipoxia experimental segin se ha descrito previamente (Pringle y col., 1996; 1997). En resumen,
los cultivos se transfirieron a un medio exento de suero (MES - 75% MEM, 25% SSEH suplementado con glutamina 1
mM y 4,5 mg/ml de glucosa) que contenia 5 pg/ml del colorante fluorescente de exclusién yoduro de propidium (YP).
Se dejo que se equilibraran los cultivos en MES durante 60 minutos antes del estudio por imdgenes. La fluorescencia
de YP se detectd usando un microscopio invertido Leica provisto de un juego de filtros de rodamina. Cualquier cultivo
en el que se detect fluorescencia de YP en esta etapa se excluyé de continuar en el estudio. Se indujo hipoxia
transfiriendo cultivos a MES (+YP) que habia sido saturado con 95%N,/5%CO,. Las placas de cultivo (sin tapas) se
cerraron a continuacion en una cimara estanca en la se que habia saturado la atmdsfera con 95%N,/5%CO, insuflando
continuamente a través de ella gas a 10L/min durante 10 minutos antes de que fuera cerrada y colocada en la incubadora
durante 170 minutos (el tiempo total de hipoxia fue por tanto 180 minutos). Al final del periodo hipdxico los cultivos
se devolvieron a MES normoéxico que contenia YP y se volvieron a colocar en la incubadora durante 24 horas.

Se evalud el dafio neuronal en segiin se ha descrito previamente (Pringle y col., 1996; 1997) usando NIH Image 1.60
que corre en un ordenador Apple IIsi u Openlab 2.0 (Improvision) que corre en un Macintosh G4/400. Las imagenes se
capturaron usando una cimara monocroma y se guardaron en un disco éptico para andlisis por separado. Se capturaron
imagenes de transmision de luz con anterioridad a la adicién de foirmacos, y las imdgenes de fluorescencia de YP se
registraron al final del periodo de recuperacion post- hipoxia de 24 horas. A partir de la imagen de transmision se
determind el area de la capa celular CAl. Se midié el drea de fluorescencia de YP en CAl usando la funcién de
densidad de rodaja dentro de NIH Image u Openlab, y se expresé el dafio neuronal como el porcentaje de CAl en la
que se detect6 fluorescencia de YP por encima del fondo.

Se prepararon compuestos de esteroide haciendo una solucidn inicial de 1 mg/ml en etanol y diluyendo posterior-
mente en MES. Se afiadieron compuestos a los cultivos durante 45 minutos antes de la hipoxia, durante el episodio
hipéxico y durante el periodo de recuperacién post-hipdxico. Los experimentos de control consistieron en cultivos
tratados con vehiculo solo.

Resultados
Experimento 1

Se llevé a cabo un experimento inicial para determinar si 7aOH-EPIA y 780H-EPIA eran neuroprotectores a una
concentracion alta de 100 nM. La hipoxia produjo lesién en 25,5+6,4% de CAL1. Este dafio se redujo significativamente

por ambas 7a¢OH-EPIA y 7B80H-EPIA cuando estaban presentes antes, durante y después de la hipoxia segtn se
muestra en la Tabla 1, a continuacion.

TABLA 1
Compuesto N % Dano en CA1
Control hipoxia 17 25,5164

Hipoxia + 100nM 70OH-EPIA | 16 4,0+2,9
Hipoxia + 100nM 7BOH-EPIA | 16 9,0+4,7
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Experimento 2

Habiendo determinado que ambos isémeros @ y § de 7TOH-EPIA eran neuroprotectores, los autores de la presente
invencién evaluaron la dependencia de la concentracién de este efecto. El control de hipoxia dio como resultado
un dafio neuronal de 31,9+4,7% de CA1l. 7aOH-EPIA fue significativamente protectora a 100 nM. Se observé una
reduccién pequeifia, pero no significativa estadisticamente, en dafio neuronal a 10 nM, y no hubo efecto a 1 nM. En
contraposicion, 780H-EPIA fue significativamente neuroprotectora a 10 nM y 100 nM, pero la actividad se perdia si
la concentracion se reducia a 1 nM (véase Tabla 2).

TABLA 2
Compuesto N % Dafo en CA1
Control hipoxia 29 31,944,7

Hipoxia + 1nM 70.OH-EPIA 14 28,815,8
Hipoxia + 10nM 7aOH-EPIA | 15 21,9481
Hipoxia + 100nM 7aOH-EPIA | 16 11,8+2,8**
Hipoxia + 1nM 7BOH-EPIA 15 20,617,2
Hipoxia + 10nM 7BOH-EPIA | 12 11,9447
Hipoxia + 100nM 73OH-EPIA | 13 14,315,0*

Ejemplo 9
Isquemia cerebral global en ratas (oclusion de 4 vasos)

Se indujo isquemia cerebral por oclusion de cuatro vasos (4VO) en ratas Wistar macho (250-280 g). Se ocluyeron
ambas arterias vertebrales mediante electrocauterizacién con anestesia de pentobarbital (60 mg/kg i.p.). Se dej6 que
los animales se recuperaran durante 24 horas con acceso libre al agua pero no a la comida. Al dia siguiente las arterias
cardtidas se expusieron bajo anestesia de 2% de halotano en 30% oxigeno/70% 6xido nitroso y se ocluyeron durante 10
minutos usando pinzas microvasculares. Posteriormente, se retiraron ambas pinzas y se inspeccionaron ambas arterias
respecto a reperfusion inmediata. Durante la operacion y las 3 horas siguientes se mantuvo la normotermia de los
animales (37,5+0,5°C) usando una manta calefactora controlada termostaticamente conectada a un termémetro rectal.
Para control, en animales sometidos a operacidn ficticia se cauterizaron ambas arterias vertebrales con anestesia de
pentobarbital y ambas arterias carétidas comunes se expusieron pero no se pinzaron bajo anestesia de 2% de halotano
en 30% oxigeno/70% o6xido nitroso al dfa siguiente. La herida se traté con lidocaina y se suturé a continuacion.
Los animales se mantuvieron bajo una ldmpara calefactora a temperatura ambiente de 30°C hasta que recuperaron la
consciencia.

Se investigaron siete grupos de animales:

1. (n=8) compuesto esteroideo, 780H EPIA (0,1 mg/kg, i.v. via vena de la cola, tres inyecciones: 15 minutos
antes de la induccién de la isquemia, durante la isquemia y 5 minutos después de reperfusion);

2. (n=8) compuesto esteroideo, 780H EPIA (0,3 mg/kg, i.v., tres inyecciones segtin se describe en 1.);
3. (n=8) compuesto esteroideo, 780H EPIA (1 mg/kg, i.v., tres inyecciones segin se describe en 1.);

4. (n=8) NBQX (sal disddica, por mas soluble en agua) como sustancia de referencia y control positivo (TO-
CRIS, Alemania, 30 mg/kg, i.p., tres inyecciones segun se describe en 1.);

5. (n=8) recibieron vehiculo (0,9% NaCl, que contenia 100 ul de etanol) tres inyecciones segtn se describe
en 1.);

6. (n=8) isquemia sola;
7. (n=8) controles operados ficticios
NBQX es 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo(F)quinoxalina y se sabe que tiene actividad neuroprotectora

[Gill, R., Nordholm, L., Lodge, D.: The neuroprotective action of 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo(F)quino-
xaline (NBQX) in a rat focal ischaemia model. Brain Res. 580, 35-43, 1992].
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7B0H EPIA es 78-hidroxiepiandrosterona, un compuesto de la presente invencion.
Las sustancias se disolvieron en 100 ul de etanol y finalmente se diluyeron con NaCl al 0,9%.

Después de un tiempo de supervivencia de 7 dias después de la isquemia, todos los animales fueron sometidos a
perfusion fijada transcardiacamente con paraformaldehido al 4%. Se retiraron a continuacién los cerebros cuidadosa-
mente y se postfijaron en el mismo fijador durante 2 horas. Después de crioproteccién en sacarosa al 30%, los cerebros
se congelaron rdpidamente en isopentano y se almacenaron a -80°C. Secciones criostiticas de veinte micrémetros
que comprendian la formacion del hipocampo se sometieron a tincién de Nissl con azul de toluidina o fluorescencia
NeuroTrace.

Andlisis de los datos

La gravedad del dafio neuronal en la regién del hipocampo CA1 después de la isquemia se evalué mediante el nu-
mero de neuronas supervivientes usando tincién de Nissl. Se calcul6 el nimero medio de neuronas morfolégicamente
intactas por 400 ym de longitud en la region CA1 para cada grupo. El conteo celular se llevé a cabo en 3-5 secciones en
serie por animal y 6 veces un drea de CA1 de 400 yum por seccién usando un microscopio 6ptico equipado con objetivo
20x. Los datos se analizaron estadisticamente mediante la prueba t de Student pareada. Los datos se presentaron como
media+SEM.

Resultados y discusion
Los resultados se muestran en las Figuras 1 a 3 de los dibujos que se acompaian.

Las neuronas morfolégicamente intactas del hipocampo CA1 fueron caracterizadas mediante tincion de Nissl (azul
de toluidina y NeuroTrace, Fig. 2) con los siguientes criterios: forma clara de perikarya neuronal, niicleo grande con
nucleolo positivo marcado, una pequefia zona de citoplasma alrededor del nicleo con tincién de Nissl positiva, que
indica el reticulo endoplasmadtico aproximadamente intacto con ribosomas y por lo tanto la maquinaria de sintesis de
proteina intacta.

10 minutos de isquemia global (isquemia suave) y un tiempo de supervivencia de 7 dias conducen a neurodegenera-
cién de células selectivamente en la regién del hipocampo CA1 (Fig. 1A-1C). El nimero medio de células piramidales
en CAl de animales sometidos a operaciodn ficticia fue 121,5+4,3 (fijado como 100%). Por lo tanto, 60% de neuronas
de CA1 murieron después de 10 minutos de isquemia global (Fig. 1B). El niimero de neuronas en el grupo de animales
de isquemia e inyeccion i.v. de vehiculo (NaCl mas 100 ul de etanol) aplicada segtn se describe en el experimento fue
comparable al del grupo de isquemia sola (Fig. 1A, 1B). NBQX (30 mg/kg, i.v. tres inyecciones seglin se describe en
el experimento) mostré una neuroproteccion significativa (p=0,03) en células piramidales CA1 en comparacién con
el grupo de isquemia. En comparacion con isquemia sola NBQX conduce a 47,5% de neuroproteccién mientras que
si se comparaba con los animales sometidos a operacion ficticia el efecto protector era de 68,5%. La neuroproteccién
producida por NBQX estaba en conformidad con Gill y col., 1992 y Gill 1994 demostrando la validez del modelo
de isquemia global que los autores de la presente invencién han usado en sus experimentos. 780H EPIA conduce
a neuroproteccion, que depende de la concentracion, de las células piramidales de hipocampo CA1 después de 10
minutos de isquemia global y un tiempo de supervivencia de 7 dias (Fig. 1A). El andlisis de la prueba t revel6 un
efecto neuroprotector altamente significativo de 780H EPIA a concentraciones de 0,1 mg/kg (p=0,01) y 0,3 mg/kg
(p=0,0008). En comparacién con el grupo sometido a operacion ficticia 760H EPIA mostré un efecto neuroprotector
de 74,8% (0,1 mg/kg) y un 83,9% (0,3 mg/kg) sobre células piramidales CA1, respectivamente (Fig. 1C). 760H EPIA
a una concentracion de 1,0 mg/kg mostré sélo tendencia a neuroproteccion, pero el efecto no fue significativo.

En todos los experimentos con 760H EPIA inyectada antes, durante y después de la isquemia los autores de la
presente invencién nunca observaron anormalidad alguna en el comportamiento de los animales.

Leyendas de las Figuras

Numero de células piramidales de hipocampo CA1 morfolégicamente intactas en ratas 7 dias después de isquemia
cerebral global en ratas y bajo influencia de compuestos diferentes.

Los datos se presentaron como nimero medio +SEM de neuronas intactas por 400 um de longitud de la regién
CALl.

Los datos se expresaron como porcentaje de neuronas intactas por 400 um de longitud de la regiéon CA1 compara-
dos con los de animales sometidos a operacion ficticia fijados como 100%.

Los datos se presentaron como porcentaje absoluto de neuroproteccién cuando el nimero de neuronas supervi-
vientes en el grupo de isquemia se fij6 en cero y las del grupo sometido a operacion ficticia se fijé en 100%.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de 7-hidroxiepiandrosterona para la fabricacion de un medicamento para proteccién contra dafio neuronal
agudo y crénico.

2. Fl uso segun la reivindicacion 1, en el que la 7-hidroxiepiandrosterona es 7a-hidroxiepiandrosterona.
3. El uso segtn la reivindicacion 1, en el que la 7-hidroxiepiandrosterona es 78-hidroxiepiandrosterona.

4. El uso segtn la reivindicacién 1, en el que la 7-hidroxiepiandrosterona es una mezcla de 7a-hidroxiepiandros-
terona y 7B-hidroxiepiandrosterona.

5. El uso segun cualquier reivindicacién precedente, en el que el dafio neuronal estd producido por ictus o trauma
cerebral.

6. El uso segtin cualquier reivindicacidn precedente, en el que el dafio neuronal estd producido por enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, discapacidad cognitiva no demencial, lesién de la médula espinal o lesién del
nervio periférico.
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