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@ Resumen:

Uso de un compuesto para la elaboracion de un medica-
mento destinado al tratamiento de una lesiéon producida
por una reperfusion post-isquémica.

La presente invencion se refiere al uso del compuesto
CR-6 (3,4-dihidro-6-hidroxi-7-metoxi-2,2-dimetil-1(2H)-
benzopirano) o de un compuesto derivado, para el tra-
tamiento de una lesion producida en determinados indi-
viduos como consecuencia de la reperfusién tras un epi-
sodio de isquemia cerebral. Esta lesion se denomina le-
sion por reperfusién y se asocia a determinados signos
precoces como es la hiperemia reactiva cuando ocurre la
reperfusion post-isquémica. En la presente invencion se
demuestra que no todos los individuos que han sufrido
isquemia van a responder favorablemente al tratamiento
con este compuesto, sino solamente aquellos que presen-
ten signos de lesién por reperfusion, donde dicho signo es
hiperperfusién o hiperemia reactiva. La hiperperfusién se
considera que tiene lugar cuando el flujo sanguineo cere-
bral aumenta por encima de un 20% del valor basal, con-
dicién que no se da en todos los sujetos que han sufrido
isquemia/reperfusion cerebral.
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DESCRIPCION

Uso de un compuesto para la elaboracién de un medicamento destinado al tratamiento de una lesién producida por
una reperfusion post-isquémica.

La presente invencion se refiere al uso del compuesto CR-6 (3,4-dihidro-6-hidroxi-7-metoxi-2,2-dimetil-1(2H)-
benzopirano) o de un compuesto derivado, para el tratamiento de una lesién producida en determinados individuos
como consecuencia de la reperfusion tras un episodio de isquemia cerebral. Esta lesion se denomina lesién por reper-
fusién y se asocia a determinados signos precoces como es la hiperemia reactiva cuando ocurre la reperfusién post-
isquémica. En la presente invencién se demuestra que no todos los individuos que han sufrido isquemia van a res-
ponder favorablemente al tratamiento con este compuesto, sino solamente aquellos que presenten signos de lesién por
reperfusion, donde dicho signo es hiperperfusion o hiperemia reactiva. La hiperperfusion se considera que tiene lugar
cuando el flujo sanguineo cerebral aumenta por encima de un 20% del valor basal, condicién que no se da en todos los
sujetos que han sufrido isquemia/reperfusion cerebral.

Estado de la técnica anterior

La reperfusion es actualmente la mejor estrategia para proteger el cerebro contra el dafio isquémico, y la trombolisis
con rtPA es el tnico tratamiento aprobado para el ictus isquémico (isquemia) en Europa y Norte América. Estudios
preclinicos han demostrado que una oclusién de la arteria cerebral media (ACM) seguida de una reperfusion causa
menos dafio que una oclusién permanente de la ACM en ratas (Menezawa et al., 1992. Stroke, 23: 552-559; Rogers
et al., 1997. Stroke; 28: 2060-2065). No obstante, la reperfusion conlleva algunos riesgos, como una transformacién
hemorrédgica o edema, los cuales podrian ser atribuidos, al menos en parte, al dafio o herida por reperfusion (Pan
et al., 2007. Neuroradiology, 49: 93-102). El dafio postisquémico asociado a la reperfusion estd bien documentado
en el corazén (Kutala et al., 2007. Antioxid. Redox Signal. 9: 1193-1206) y en los érganos trasplantados (Jamieson
y Friend, 2008. Front. Biosci., 13: 221-235), pero la evidencia de que ocurre lesion por reperfusion en el cerebro
humano ha resultado mas dificil de encontrar. Datos experimentales obtenidos en ciertos modelos de ratas sometidas a
la oclusién intraluminal de la ACM (Aronowski et al., 1997. J. Cereb. Blood Flow Metab., 17: 1048-1056) evidencian
el dafio de la reperfusion en el contexto preclinico. Estos estudios evidencian que las manifestaciones del dafio por
reperfusion pueden depender de varios factores como la duracién de la oclusiéon de la ACM o factores genéticos.
Esto sugiere que la lesién por reperfusion podria ser una variable en el ictus humano (isquémico o hemorragico), asi
como factores genéticos también podrian estar involucrados, al igual que la duracién y el grado de reduccién del flujo
pueden diferir en cada paciente. El dafio por reperfusion se atribuye a varios efectos de ésta, como el estrés oxidativo
(Chan, 1996. Stroke, 27: 1124-1129), el dafio de la barrera hematoencefélica (BBB) (del Zoppo y Mabuchi, 2003. J.
Cereb. Blood Flor. Metab., 23: 879-894), y de la acumulacién de leucocitos en los vasos sanguineos (del Zoppo et al.,
1991. Stroke, 22: 1276-1283), la infiltracién al parénquima cerebral (Zhang et al., 1994. J. Neurol. Sci., 125: 3-10)
de plaquetas (Chong et al., 2001. Acta Pharmacol. Sin., 22: 679-684), la activacién del complemento (D’ Ambrosio
etal.,2001. Mol. Med., 7: 367-382) y la transformacién hemorragica (Pan et al., 2007. Neuroradiology, 49: 93-102).
La reperfusion puede inducir un incremento en el flujo sanguineo por encima de niveles basales, como se ha visto
en animales (Tasdemiroglu et al., 1992. Am. J. Phvsiol., 263:H533-6; Tsuchidate et al., 1997. J. Cereb. Blood Flow.
Metab., 17: 1066-1073). En humanos, la hiperperfusion después de una trombolisis se encontré en el 40% de los
pacientes (Kidwell et al., 2001. Neurology, 57: 2015-2021).

El CR-6 es un derivado sintético de la vitamina E con capacidad de secuestrar especies reactivas de nitrégeno.
Se ha demostrado previamente que CR-6 tiene efectos beneficiosos contra el dafio causado por el estrés oxidativo in
vitro (Montoliu et al., 1999. Biochem. Pharmacol., 58: 255-61; Sanvicens et al., 2006. J. Neurochem., 98: 735-747)
e in vivo (Miranda et al., 2007. Free Radic. Biol. Med., 43: 1494-1498). Los ensayos clinicos con otros compuestos
antioxidantes para el tratamiento de la isquemia/reperfusién han fracasado, pese a las evidencias preclinicas de sus
beneficios. Por tanto, seria necesario aumentar el nimero de recuperaciones de pacientes que sufran lesiones como
consecuencia de haber padecido una isquemia.

Explicacion de la invencion

La presente invencion se refiere al uso del compuesto CR-6 (3,4-dihidro-6-hidroxi-7-metoxi-2,2-dimetil-1(2H)-
benzopirano) o de un compuesto derivado, para el tratamiento de una lesién producida como consecuencia de una
hiperperfusién ocurrida después de una isquemia. En la presente invencién se demuestra que no todos los individuos
que han sufrido isquemia van a responder favorablemente al tratamiento con CR-6 o de un compuesto derivado, sino
solamente aquellos que presenten signos de lesion por reperfusion, donde la reperfusion es hiperperfusion o hiperemia
reactiva. La hiperperfusion se considera que tiene lugar cuando el flujo sanguineo cerebral aumenta por encima de un
20% de los valores basales, condicién que no se da en todos los sujetos que han sufrido isquemia/reperfusion cerebral.

CR-6 o compuestos derivados mejoran la eficacia del tratamiento de dafios por isquemia con reperfusién consi-
guiendo un efecto sorprendente en el tratamiento de las lesiones. El significado del término eficacia que se emplea
en la presente invencion se refiere al mayor nimero de recuperaciones de individuos, tratados con CR-6 o derivados,
que sufren lesiones asociadas a hiperemia post-isquémica, respecto del colectivo de pacientes con isquemia con re-
perfusién que no muestran signos que anticipan que se va a producir lesién por reperfusién. Gracias a este aumento
de la eficacia se pueden seleccionar antioxidantes derivados de CR-6, no contemplados en el estado de la técnica para
este uso, para poder curar las lesiones citadas y asimismo, esta seleccion evitaria el posible abandono del tratamiento
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de la isquemia con reperfusion con estos compuestos por falta de eficacia en el colectivo de pacientes que padezcan
isquemia con reperfusiones de cualquier tipo, con hiperemia o sin ella.

Es decir, la seleccion de pacientes con las caracteristicas citadas, es un aspecto determinante en el tratamiento
de la isquemia con reperfusion mediante CR-6 o sus derivados cuando aparecen signos precoces que anticipan que
se va a producir lesién por reperfusion. Un signo precoz es la hiperperfusion o hiperemia reactiva cuando ocurre la
reperfusion post-isquémica. La hiperperfusion se considera que tiene lugar cuando el flujo sanguineo cerebral aumenta
por encima de un 20% del valor basal.

Como se muestra en los ejemplos, se ha ensayado el compuesto CR-6 en ratas sometidas a un episodio de isquemia
cerebral por oclusion de la arteria cerebral media de 90 minutos de duracién, seguido de reperfusion. CR-6 se ha
administrado de forma oral dos horas después del comienzo de la isquemia. De estos resultados se deriva que es
factible trasladar este tratamiento a la practica clinica. Ademads, se ha valorado el déficit neuroldgico de los animales,
se ha cuantificado el volumen de infarto cerebral, el flujo sanguineo durante la isquemia y en la reperfusién, y se
ha correlacionado la hiperperfusién con un mayor dafio cerebral. También se ha determinado el contenido tisular de
glutatién, y se ha determinado la expresién en el cerebro de proteinas pro- inflamatorias como la isoforma inducible
de la ciclooxigenasa (Cox-2), que se ha localizado primordialmente en neuronas de la zona afectada por la isquemia.

Los resultados muestran que CR-6 atenda el déficit neurolégico, reduce el volumen de infarto cerebral, reduce el
consumo de glutation, asi como ciertos procesos inflamatorios, y previene la rotura de la barrera hematoencefilica,
particularmente en los sujetos que desarrollan hiperemia reactiva.

En determinados sujetos, la reperfusién puede inducir un dafio adicional denominado “lesién por reperfusion”
caracterizada por mayor estrés oxidativo, mayor consumo de antioxidantes endégenos (glutatiéon), mayor rotura de
barrera hematoencefalica, mayor activacién de ciertas vias de sefializacién relacionadas con estrés oxidativo y con
inflamacién, y como consecuencia de todo ello se produce mayor dafio cerebral y mayor déficit neuroldgico. Uno de
los marcadores de este tipo de lesion es la hiperemia reactiva que se asocia a esta lesion por reperfusién. Por tanto, el
tratamiento con CR-6 en la isquemia/reperfusion seria adecuado si se detecta hiperemia reactiva u otro signo precoz
de lesion por reperfusion. La hiperemia reactiva se detecta con técnicas que permiten valorar la perfusion cerebral,
por ejemplo, pero sin limitarse, con laser Doppler o técnicas no invasivas de neuroimagen como por ejemplo pero sin
limitarse, la tomografia computerizada o resonancia magnética. Estas técnicas se aplican de manera rutinaria en la
préctica clinica.

En este sentido, un aspecto de la presente invencion es el uso de un compuesto de férmula general (I), para la

elaboracion de un medicamento destinado al tratamiento de una lesion producida por una reperfusion post-isquémica,
donde el flujo sanguineo de la reperfusion es igual o mayor de un 20% del valor basal,

Ry

4

()

El compuesto tiene la férmula general (I), donde R, y R, son iguales o diferentes y se seleccionan de entre H 6 un
alquilo que tiene de entre 1 y 4 d4tomos de carbono (C;-C,);

R, y R; son iguales o diferentes y se seleccionan de entre H, OH, un alquilo que tiene de entre 1 y 4 dtomos de
carbono (C;-C,) o un alcoxilo (OR,);

R; se selecciona de entre H 6 un grupo alquilo que tiene de entre 1 y 4 4&tomos de carbono (C,-C,) y

Rg es un grupo alquilo lineal o ramificado que tiene de entre 1 y 10 4tomos de carbono (C,-C,).

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencidn, a cadenas aliféticas, lineales o ramificadas, que tienen de
1 a 10 dtomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo,
n-hexilo, etc. Preferiblemente el grupo alquilo tiene entre 1 y 4 4&tomos de carbono.

El término “alcoxilo” se refiere en la presente invencidn a un grupo de férmula -OR, en la que R, es un alquilo
(C,-Cy), por ejemplo, pero sin limitarse a metoxilo, etoxilo 6 propoxilo.
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Una realizacién preferida de la presente invencién es el uso del compuesto de férmula general (I), o de cualquiera
de sus sales, donde R, es H, R, es un alcoxilo (O-(C,)), R; es un hidroxilo, R, es H, Rs es un grupo alquilo (C,-C,)
y R¢ es un grupo alquilo (C;-C,). Una realizacién ain mds preferida es el uso del compuesto de formula general (1),
donde Rs es un grupo metilo y R¢ es también un grupo metilo.

En adelante, se hard referencia a cualquiera de los compuestos anteriores como ‘“‘compuestos de la invencién” o
“compuestos de la presente invencién’.

El medicamento comprende, al menos, cualquiera de los compuestos de la invencion. Cualquiera de los compuestos
de la presente invencion, derivados farmacéuticamente aceptables o sus profarmacos, se formulan en una composicién
farmacéutica apropiada, en la cantidad terapéuticamente efectiva, junto con uno o mas vehiculos, adyuvantes o exci-
pientes farmacéuticamente aceptables. El medicamento se emplea para el tratamiento de una lesion por reperfusion
(post-isquémica) que se manifiesta con signos como la hiperemia reactiva (hiperperfusiéon post-isquémica), donde el
flujo sanguineo de la reperfusion es igual o mayor de un 20% del valor basal.

Por un “derivado farmacéuticamente aceptable” se entiende cualquier sal, farmacéuticamente aceptable o cualquier
otro compuesto que después de su administracion, es capaz de proporcionar (directa o indirectamente) cualquiera de
los compuestos de la invencion.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sustancias, o combinacién de sustancias, conoci-
das en el sector farmacéutico, utilizadas en la elaboracién de formas farmacéuticas de administracion e incluye, pero
sin limitarse, sdlidos, liquidos, disolventes o tensioactivos.

El término “tratamiento” tal como se entiende en la presente invencién supone combatir los efectos causados
como consecuencia de una reperfusién post- isquémica para estabilizar el estado de los individuos o prevenir dafios
posteriores. El término “prevencién” tal como se entiende en la presente invencion consiste en evitar la aparicion de
dafios cuya causa sea la reperfusion post-isquémica.

La perfusién es la accién de introducir lenta y continuamente un liquido, como la sangre o una sustancia me-
dicamentosa, por via intravenosa o en el interior de 6rganos, cavidades o conductos. El término “reperfusién” hace
referencia a la restauracion del flujo sanguineo después de la ocurrencia de una isquemia. La restauracién del flujo
sanguineo se produce de forma espontdnea, aunque en este caso la restauracion es muy lenta, o se produce de forma
inducida por medio de la administracién de compuestos que se encargan de deshacer el trombo cuando ésta es la causa
de la isquemia. En este dltimo caso, se suele administrar un tratamiento trombolitico con activador de plasminégeno
tisular recombinante rt-PA y a partir del momento en el que se administra el compuesto trombolitico se comienza la
restauracion del flujo sanguineo a la zona afectada.

En la presente invencion, la reperfusion post-isquémica donde el flujo sanguineo de la reperfusion es igual o mayor
de un 20% del valor basal se denomina hiperperfusion. El término “hiperperfusién” tal como se entiende en la presente
invencién es el fluir de la sangre por el interior de érganos, cavidades o conductos con un flujo sanguineo superior
al flujo que se da en un individuo en condiciones normales (valores basales). En la presente invencion, el término
hiperemia puede emplearse como un sinénimo de hiperperfusion.

El término “post-isquémica” indica que la hiperperfusién se da después de una isquemia. La isquemia es una
reduccién del flujo sanguineo hasta niveles que son insuficientes para mantener el metabolismo necesario para la
funcién y estructura normales de un tejido o de un 6rgano. La reduccién del flujo sanguineo causa la disminucién del
aporte de oxigeno a las células de un tejido biolégico y como consecuencia se puede llegar a la muerte celular. La
causa de una isquemia puede ser, pero sin limitarse, una embolia causada por un émbolo que provoca la oclusién o
bloqueo de un vaso sanguineo de menor didmetro al del émbolo.

El término “hiperperfusién post-isquémica” se utiliza como sinénimo de “hiperemia reactiva”. A lo largo de la
memoria, estos dos términos se pueden utilizar indistintamente.

En la presente invencion, el medicamento se destina al tratamiento de una lesién producida por una reperfusion
post-isquémica, donde dicha reperfusiéon presenta un flujo sanguineo igual o mayor de un 20% del valor basal. El
término “valor basal” tal como se entiende en la presente invencidn se refiere al valor del flujo sanguineo de un
individuo antes de que se produzca la isquemia o bien al valor del flujo sanguineo de la regién homologa del hemisferio
cerebral contralateral. El valor del flujo sanguineo de la vasculatura del hemisferio en el que no se produce la isquemia
puede servir para establecer el valor basal con el que comparar el valor del flujo sanguineo cuando se produce la
reperfusion. Tal como se ha comentado anteriormente, en los casos en que la causa de la isquemia es un trombo se
suele administrar un tratamiento trombolitico con activador de plasminégeno tisular recombinante rt-PA y a partir del
momento en el que se administra el compuesto trombolitico se comienza la restauracion del flujo sanguineo a la zona
afectada. En ese momento se puede llevar a cabo la medida del flujo sanguineo para compararla con el flujo basal.

La hiperperfusion reactiva se puede detectar con técnicas que permiten valorar el flujo sanguineo cerebral de la
reperfusion cerebral como por ejemplo, pero sin limitarse, ldser Doppler o técnicas no invasivas de neuroimagen como
la tomografia computerizada o resonancia magnética.
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La hiperperfusién puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo de un animal después de sufrir una isquemia que
se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, isquemia cerebral, isquemia miocédrdica o isquemia renal.
Preferiblemente el animal es un mamifero. Preferiblemente el mamifero es un humano.

Los ejemplos que se presentan en la presente invencién se llevan a cabo in vivo en ratas. El efecto conseguido
mediante la administracion del compuesto de la presente invencién al mamifero rata, puede extrapolarse al resto de
mamiferos ya que los mecanismos de accién de cualquiera de los compuestos de la invencién, se conservan en todos
los mamiferos. Por otra parte se ha demostrado que la hiperperfusién en pacientes después de sufrir una isquemia, no
sOlo ocurre en ratas sino que también puede ocurrir en pacientes, o bien de forma espontdnea, o después de administra-
cién de un tratamiento trombolitico con activador de plasminégeno tisular recombinante rt-PA (Kidwell et al., 2001.
Neurology, 57:2015-2021).

Otra realizacién preferida se refiere al uso del compuesto donde la hiperperfusion post-isquémica es cerebral. A
titulo informativo, las causas mds frecuentes de isquemia cerebral son: infarto lacunar (en pacientes con hipertensién
vascular), infartos dependientes de las carétidas (por mecanismos hemodindmicos) o embolias cerebrales de origen
cardiaco.

Segtin otra realizacioén preferida, el medicamento se presenta en una forma adaptada a la administracién oral o
parenteral. Una realizacién mds preferida se refiere a un compuesto donde el medicamento se presenta en una forma
adaptada a la administracién oral.

En cada caso la forma de presentacién del medicamento se adaptard al tipo de administracién utilizada, por ello,
la composicién de la presente invencién se puede presentar bajo la forma de soluciones o cualquier otra forma de
administracién clinicamente permitida y en una cantidad terapéuticamente eficaz.

La forma adaptada a la administracidn oral se refiere a un estado fisico que pueda permitir su administracién oral.
La forma adaptada a la administracién oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, gotas, jara-
be, tisana, elixir, suspension, suspension extempordnea, vial bebible, comprimido, cdpsula, granulado, sello, pildora,
tableta, pastilla, trocisco o liofilizado.

La forma adaptada a la administracién parenteral se refiere a un estado fisico que pueda permitir su administracién
inyectable, es decir, preferiblemente en estado liquido. La administracién parenteral se puede llevar a cabo por via
de administracién intramuscular, intraarterial, intravenosa, intradérmica, subcutdnea o intradsea pero sin limitarse
Unicamente a estos tipos de vias de administracion parenteral. El compuesto de férmula general (I) puede ir asociado,
por ejemplo, pero sin limitarse, con liposomas o micelas. Un liposoma es una vesicula esférica con una membrana
fosfolipidica. El liposoma contiene un nicleo de solucién acuosa. La micela es un lipido esférico que contiene material
no acuoso. Tanto los liposomas como las micelas pueden utilizarse como transportadores de diversas sustancias entre
el exterior y el interior de la célula.

Otra posibilidad es que el medicamento se presente en una forma adaptada a la administracién sublingual, nasal,
intracatecal, bronquial, linfética, rectal, transdérmica o inhalada. La forma adaptada a la administracién rectal se
selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, supositorio, capsula rectal, dispersion rectal o pomada rectal.
La forma adaptada a la administracién transdérmica se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, parche
transdérmico o iontoforesis.

Otra realizacién preferida se refiere al uso del compuesto, donde el medicamento incluye al menos un excipiente
farmacoldgicamente aceptable.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion de cualquiera de los compuestos
de la presente invencidn (sustancia activa), estabiliza dicha sustancia activa o ayuda a la preparacién del medicamento
en el sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian
tener la funcién de mantener los ingredientes unidos como por ejemplo almidones, azicares o celulosas, funcion de
endulzar, funcién de colorante, funcién de proteccién del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o
la humedad, funcién de relleno de una pastilla, cdpsula o cualquier otra forma de presentacién como por ejemplo el
fosfato de calcio dibésico, funcién desintegradora para facilitar la disolucién de los componentes y su absorcion en el
intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo.

El término excipiente “farmacoldgicamente aceptable” hace referencia a que el excipiente esté permitido y evalua-
do de modo que no cause dafio a los organismos a los que se administra.

Ademds, el excipiente debe ser farmacoldgicamente adecuado, es decir, un excipiente que permita la actividad
del principio activo o de los principios activos, es decir, que sea compatible con el principio activo, en este caso, el
principio activo es cualquiera de los compuestos de la presente invencién.

Otra realizacién preferida se refiere al uso de cualquiera de los compuestos de la invencién, donde el medicamento
incluye al menos un vehiculo farmacolégicamente aceptable.
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El vehiculo, al igual que el excipiente, es una sustancia que se emplea en el medicamento para diluir cualquiera de
los compuestos de la presente invencidn hasta un volumen o peso determinado. El vehiculo farmacolégicamente acep-
table es una sustancia inerte o de accién andloga a cualquiera de los compuestos de la presente invencién. La funcién
del vehiculo es facilitar la incorporacién de otros compuestos, permitir una mejor dosificacién y administracién o dar
consistencia y forma al medicamento. Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo farmacoldgicamente
aceptable es el diluyente.

Segtn otra realizacion preferida, el vehiculo farmacolégicamente aceptable es una sustancia grasa y el medica-
mento se presenta en una forma adaptada a la administracién oral. Una realizacién mads preferida se refiere al uso
de un compuesto para la elaboracién de un medicamento donde la sustancia grasa del vehiculo farmacolégicamente
aceptable es aceite de oliva.

Cualquiera de los compuestos de la presente invencion es liposoluble, es decir, es capaz de disolverse en una
solucién que tenga una sustancia grasa. El término “sustancia grasa” tal como se entiende en la presente invencién
es una sustancia formada mayoritariamente por dcidos grasos. La sustancia grasa se selecciona, por ejemplo, pero sin
limitarse, de grasa de origen animal, grasa de origen vegetal o grasa de origen artificial.

Otra realizacién preferida de la presente invencion se refiere al uso del compuesto descrito anteriormente donde el
medicamento comprende ademds otra sustancia activa. Esta sustancia activa debe permitir la actividad de cualquiera
de los compuestos de la invencion, es decir, debe ser compatible.

Otra realizacion preferida se refiere al uso del compuesto descrito anteriormente donde el medicamento se admi-
nistra en dos tomas de 100 mg de compuesto por kilogramo (Kg) de peso corporal, por via oral. Segtin una realizacién
mads preferida, la primera toma se administra a partir de entre el momento en el que se produce la reperfusiéon y 60
minutos después del inicio de la reperfusion. Una realizacién atin mds preferida se refiere al uso donde el medicamento
se administra a partir de entre 15 y 45 minutos después del inicio de la reperfusion.

Seglin otra realizacién preferida las dos tomas se administran con una diferencia de tiempo de entre 4 y 8 horas. Es
decir, si la primera toma se realiza a los 30 minutos desde el inicio de la reperfusion, la segunda toma se realizara entre
las 4 horas y 30 minutos desde el inicio de la reperfusion y las 8 horas y 30 minutos desde el inicio de la reperfusion.

La administracién del medicamento se lleva a cabo en un animal. Preferiblemente el animal es un mamifero.
Preferiblemente el mamifero es un humano. El término “toma” tal como se entiende en la presente invencion es cada
una de las veces que se administra el medicamento por via oral. La dosis de cada una de las tomas es de 100 mg de
cualquiera de los compuestos de la presente invencién por kilogramo (Kg) de de peso corporal. El medicamento se
administra en dos tomas que se realizan después del inicio de la reperfusion post-isquémica, a partir de entre 15 y 45
minutos después del inicio. Las dos tomas se administran separadas por un intervalo de tiempo de entre 4 y 8 horas.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la invencion.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Con la intencién de complementar la descripcién que se ha llevado a cabo, asi como de ayudar a un mejor en-
tendimiento de las caracteristicas de la invencién, de acuerdo con algunos ejemplos realizados, se muestran aqui, con
cardcter ilustrativo y no limitante, las siguientes figuras:

Fig. 1. Muestra el volumen de infarto después de la isquemia transitoria y permanente. ** p<0.01
A: En el eje de ordenadas, se representa el volumen de infarto (I) en mm?® en funcién del tipo de isquemia.

B: En el eje de ordenadas se representa la puntuacion obtenida en el test neuroldégico en funcién del tipo de
isquemia. En la isquemia permanente se analizan 5 individuos. En la isquemia transitoria se analizan 18 individuos.

Fig. 2. Muestra el efecto de la administracion del agente antioxidante CR-6 (dos dosis a las 2 'y 8 h después de la
oclusion de la ACM).

Volumen infartado (p<0.05) (A): (I). Valoracién neurolédgica (p<0.05)(2B) (N). Medidas del volumen infartado en
cortex (C): (IC). Medidas del volumen infartado en subcértex (D): (IS). Volumen infartado después de la isquemia
permanente (E): (I). Valoracién neurolégica (F): (N). En A, B, C y D se analizan 16 individuos a los que se les ha
administrado sélo el vehiculo y 14 individuos a los que se les ha administrado CR-6 junto con el vehiculo. En Ey F
se analizan 5 individuos control y 4 individuos a los que se les ha administrado CR-6 junto con el vehiculo.
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Fig. 3. Muestra el efecto de una dosis tinica de CR-6 sobre el volumen de infarto y sobre el déficit neurologico.

A. Efecto de una dosis tnica de CR-6 sobre el volumen de infarto. En el eje de ordenadas se representa el volumen
infartado (I) en mm’. En el eje de abcisas se representan los valores medios del volumen infartado de 18 individuos a
los que se les ha administrado el vehiculo, 16 individuos a los que se les ha administrado CR-6 y 8 individuos a los
que se les administré6 CR-6 inicamente 30 minutos después de la reperfusion.

B: En el eje de ordenadas se representa la puntuacién obtenida en el test neurolégico con una dosis tnica del
vehiculo (6 individuos) o de CR-6 con el vehiculo (8 individuos).

Fig. 4. Muestra la influencia de la administracion de CR-6 en los niveles de GSH.

A: En el eje de ordenadas se representa la concentraciéon de GSH cortical (nmol/mg de proteina) en el cértex. CR-
6 previene la caida de GSH en el cortex después de que los individuos sufran una isquemia.

B: En el eje de ordenadas se representa la concentracién de GSH (nmol/mg de proteina) en el nicleo estriado. Hay
dos regiones cerebrales afectadas por la isquemia: la corteza (o cértex) y el estriado. CR-6 previene la caida de GSH
en el cortex después de que los individuos sufran una isquemia.

C: En el eje de ordenadas se representa el volumen de infarto (I) en mm? frente a la concentracion de GSH tanto
para individuos a los que se administra el vehiculo como a los que se administra CR-6 mads el vehiculo.

Fig. 5. Muestra la expresion neuronal de Cox-2 después de la isquemia y el efecto de CR-6. Magnifcacion x200.
Fig. 6. Muestra el resultado de la isquemia en funcion de si hubo (SI) o no (NO) hiperemia.

A: En el eje de ordenadas se representa el infarto de volumen (Log mm?) frente al flujo sanguineo en la reperfusién
(Log del porcentaje de incremento respecto del flujo sanguineo basal) en el eje de abcisas.

B: En el eje de ordenadas se representa el porcentaje de flujo en la reperfusion de 5 individuos sin hiperemia (NO)
y de 13 individuos con hiperemia (SI), todos ellos administrados con el vehiculo.

C: En el eje de ordenadas se representa el volumen de infarto en los grupos que se han comentado para la figura B.

D: En el eje de ordenadas se representa la puntacion de la valoracién neurolégica en los grupos que se han comen-
tado anteriormente.

E: En el eje de ordenadas se representa el volumen de infarto cortical en los grupos que se han comentado ante-
riormente.

F: En el eje de ordenadas se representa el volumen de infarto subcortical en los grupos que se han comentado
anteriormente.

Fig. 7. Muestra el efecto de CR-6 y vehiculo (aceite de oliva) en animales hiperémicos (SI) y no hiperémicos (NO).

Los términos SI'y NO siempre hacen referencia a si hubo o no hiperemia. Por ejemplo, vehiculo-SI = administrado
con vehiculo, con hiperemia; vehiculo-NO = administrado con vehiculo, sin hiperemia.

En los ejes de abcisas se representan los valores medios de determinados pardmetros en los siguientes grupos de
individuos: 5 individuos a los que se les administra el vehiculo y que no desarrollan hiperemia, 13 individuos a los que
se les administra el vehiculo y que si desarrollan hiperemia, 7 individuos a los que se les administra CR-6 y que no
desarrollan hiperemia, y 7 individuos a los que se les administra CR-6 y que si desarrollan hiperemia. Los pardmetros
que se representan en cada uno de los ejes de ordenadas son: porcentaje de flujo sanguineo respecto del flujo basal
en la reperfusién (A), porcentaje de flujo sanguineo respecto del flujo basal durante la oclusién de la arteria cerebral
media, MCA (B), volumen de infarto (C), valoracién neuroldgica (D), medidas del volumen infartado en cortex (E) y
medidas del volumen infartado en subcértex (F).

Fig. 8. Muestra como la hiperemia (SI) se asocia a rotura de BHE y como CR-6 ateniia dicho efecto.
En el eje de ordenadas se representa la concentracién de Evans Blue (Azul de Evans) en el grupo de individuos

a los que no se administra ni vehiculo ni CR-6 y a los que si que se les administra vehiculo o CR-6 (junto con su
vehiculo).
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Fig. 9. Muestra el niimero de neutrdfilos por drea de tejido isquémico en funcion de si los animales desarrollaron
hiperemia y del tratamiento recibido.

En el eje de ordenadas se representa el valor medio del n°® de células MPO+ por drea En las imdgenes de microscopia
en las que se ha realizado una tincién para ver los neutréfilos marcados por inmunohistoquimica con un anticuerpo
anti-mieloperoxidasa (MPO) se ha contado el nimero de células positivas por 4rea.

Fig. 10. Muestra la formacion de ion superoxido en la arteria cerebral media (MCA) en el grupo de ratas tratadas
solo con el vehiculo pero no en el grupo de ratas tratadas con CR-6, segtin tincion con dihidroetidio (DHE).

Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos ilustrativos y de cardcter no limitante, realizados
por los inventores que describen el uso de prolactina para la hepatoproteccion y regeneracioén de células hepaticas.

Ejemplo 1
Métodos
1.1. Animales

Fueron usadas ratas macho adultas Sprague-Dawley (Harlan, Spain) de entre 300 y 350 gramos de peso. El trabajo

con los animales se llevé a cabo de acuerdo con la legislacién local y con la aprobacién del Comité Etico de la
Universidad de Barcelona y de acuerdo con la legislacion Europea vigente. Los animales se mantuvieron respetando
el ciclo de vigilia/suefio de 12 h, y controlando las condiciones ambientales de temperatura y humedad, y se les dio
agua 'y comida ad libitum. La anestesia utilizada en las intervenciones quirtrgicas fue isofluorano.

1.2. Induccion de la isquemia focal

La isquemia cerebral focal fue inducida por oclusion intraluminal de la arteria cerebral media (ACM) derecha
(Justicia et al., 2006 J. Cereb. Blood Flow Metab., 26: 321-32). Un grupo de ratas fueron sometidas a 90 minutos de
isquemia seguida de reperfusion, mientras que otro grupo fue sometido a una isquemia permanente. Las ratas fueron
anestesiadas con isofluorano e intubadas por la triquea bajo ventilacién controlada. Durante todo el procedimiento
quirdrgico se obtuvieron varias muestras sanguineas para la determinacién de gases en sangre. La presion arterial fue
monitorizada durante todo el procedimiento y la temperatura corporal mantenida entre 36,5 y 37,5°C. La arteria caré-
tida comun y externa fueron expuestas y la arteria pterigopalatina fue ligada. Un filamento de nylon (4/0, looksutures,
Havard-Apparatus) de 21 mm se introdujo a través de la arteria cardtida externa hasta el nivel donde se ramifica la
ACM. Este filamento fue cautelosamente retirado en el grupo sometido a la reperfusién tras 90 minutos de la oclusion,
y la ligadura de la ACM fue desecha permitiendo la reperfusién. En el grupo sometido a una isquemia permanente el
filamento intraluminal se mantuvo en su sitio sin ser retirado. Las ratas se recuperaron de la anestesia, y a las 8§, 24
6 48 horas después de la oclusién de la ACM fueron profundamente anestesiadas con isofluorano y sacrificadas por
perfusién coronaria con bomba de infusién de 60 mL de salino heparinizado (30 U/mL) a un volumen de infusién de
10 mL/min seguido por 120 mL de salino para retirar la sangre de los tejidos cerebrales.

1.3. Medida de la perfusion cortical

La perfusion cortical fue medida con un sistema de laser-Doppler (Perimed, Sweden) en las ratas sometidas a la
oclusion de ACM. El dia anterior a la induccién de la isquemia, las ratas se anestesiaron para la implantacién de una
guia en la superficie del craneo después de reducir Imm el grosor del hueso con una pequefia broca. La guia se fijé
al craneo con cemento dental y 2 pequefios tornillos siguiendo las coordenadas: 2 mm posterior y 3,5 mm lateral con
relacién a bregma, sobre el hemisferio ipsilateral (derecho). Al dia siguiente se introdujo una sonda laser-Doppler
a través de la guia y se empezé el registro. Después de un registro estable, la isquemia fue inducida. La perfusién
fue continuamente monitorizada antes de la isquemia, durante los 90 minutos de ésta y los primeros 15 minutos de
reperfusién. Algunos datos de la perfusién se usaron para la exclusién de algunos animales del estudio como por
ejemplo:

1) Lasratas que después de la introduccidn del filamento para la oclusién de MCA no recuperaron la perfusion
hasta el 40% o mas del nivel basal; éstos animales fueron excluidos del estudio ya que se consider6 que la
isquemia no habia sido exitosa posiblemente debido a factores individuales de la anatomia cerebrovascular.
El porcentaje de disminucién del flujo sanguineo necesario para causar infarto segtin nuestras condiciones
experimentales fue del 40%, verificando que con una caida inferior las ratas no desarrollaron un infarto.

2) Las ratas que no mostraron una recuperacion a la reperfusion por encima del 80% del nivel basal fueron
excluidas del estudio ya que s6lo mostraron una restauracion parcial del flujo sanguineo. Estos criterios de
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exclusién son independientes del tratamiento que se inicid a los 30 minutos de la reperfusion, una vez que
se obtuvieron datos del flujo sanguineo.

1.4. Tratamiento

CR-6 fue sintetizado quimicamente como previamente se refirié (Casas et al., 1992. J. Agric. Food Chem., 40: 585-
90). CR-6 fue disuelto en aceite de oliva comestible y comercializado (Carbonell, Espafia) y se administré oralmente
a las ratas a una dosis de 1 mL (100 mg/Kg) usando un medidor de comida. El mismo aceite fue usado como vehiculo.
Cada animal fue tratado dos veces a las 2 h y 8 h del comienzo de la isquemia, 6 s6lo a las 2 h. Las ratas recibieron un
c6digo que no revelaba el tipo de tratamiento asignado a cada animal.

1.5. Evaluacion del volumen de infarto

Para la determinacién del volumen de infarto, las ratas fueron anestesiadas con isofluorano y sacrificadas por
decapitacion a las 24 h. El cerebro se retird y se corté en secciones coronales de 2 mm de grosor, que fueron tefiidos con
una solucién al 1% de cloruro de 2,3,5-triphenyltetrazolio (TTC) durante 10 minutos a 37°C. Los cortes se sumergieron
toda la noche en una solucién al 4% de paraformaldehido en tampdn fosfato y después se lavaron y se guardaron en
tamp6n fosfato 0,1 M a un pH de 7.4. Las mitocondrias de los tejidos isquémicos no reaccionaron a la tincién con
TTC, mientras que se adquirieron color rojo en los tejidos sanos. En las imdgenes de las secciones, se midieron las
zonas blancas o claras de cada seccion, rectificando la zona del edema producido en la zona cerebral infartada por el
ratio entre las dreas contralateral e ipsilateral. Las areas fueron integradas para calcular el volumen infartado.

1.6. Valoracion neuroldgica

Un simple test neurolégico en una escala de 0 a 9 puntos (0 = no déficit y 9 = la deficiencia mds alta) se realizé
como se indicaba previamente (Justicia et al., 2006. J Cereb. Blood Flow Metab., 26: 321-32) antes de la muerte de
los animales. Se siguieron 4 test para la evaluacion:

1) Actividad espontdnea (movimiento/exploracién = 0; movimiento sin exploracién = 1; no movimiento 6
solo cuando se le tira de la cola = 2).

2) Rotacién hacia la izquierda (si no hace nada = 0; si hay elevacion de la cola o la rata se estira o se arrastra
(push & pull) = 1; espontdneamente = 2; rotacién sin desplazamiento (spinning top) = 3.

3) Resistencia a la extension de la pata izquierda (si no se puede realizar la extensioén = 0; si se puede realizar
extension = 1; si no hay resistencia a la extension = 3).

4) Reflejo a la caida (simétrico = 0; asimétrico = 1; pata delantera contralateral retraida = 3)
1.7. Andlisis de permeabilidad de la barrera hematoencefdlica

Para el andlisis de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BBB, siglas del término en inglés), se inyecta-
ron 4 mL/Kg (por Kg de peso corporal) de solucién de Evans Blue al 2% en solucién salina a través de la vena femoral
4 h después la induccién de la reperfusion. 2 h mds tarde, las ratas fueron anestesiadas y se realizé perfusion transcar-
diaca para eliminar la sangre del tejido. El cerebro se cortd en secciones coronales y en cortes de 2 mm de grosor y
dos de las secciones (coordenadas de Bregma) fueron usadas para la extracciéon de Evans Blue, mientras una tercera
seccion fue guardada para la extraccion de RNA. El cortex ipsilateral y contralateral y el estriado se diseccionaron,
se pesaron y se sumergieron en una solucién al 50% de 4cido tricloroacético (TCA) (1.3 mL por gramo de tejido). El
tejido se homogenizé por medio de un polytron y se centrifugd a 12000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante se
mezcld con etanol (1:3). La intensidad de fluorescencia fue medida en un fluorimetro a 680 nm usando una alicuota
de 110 ul de muestra.

La concentracién de Evans Blue (ng/mL) se calcul6 usando una curva estandar con las concentraciones conocidas
de este colorante.

1.8. Determinacion de la concentracion de GSH

24 horas después de provocar la isquemia, las ratas fueron anestesiadas y perfundidas a través del corazén usando
una bomba de infusién a una frecuencia de 10 mL/min con 60 mL de solucién salina heparinizada a la concentracién
de (30 U/mL) seguido de 120 mL de solucién salina para extraer toda la sangre del cuerpo. El tejido cerebral se extrajo
y se diseccion6 separando el cértex y el estriado ipsilateral y contralateral y fue rdpidamente congelado y almacenado
a -80°C hasta su andlisis. La concentracién de GSH fue estimada segun la siguiente férmula: GSH = GSH - (2xGSSG).

1.9. Inmunohistoquimica
La expresion de la proteina ciclooxigenasa-2 (Cox-2) se estudié por inmunoquimica como previamente se describe
(Planas et al., 2002. J. Cereb. Blood Flow Metab., 22: 918-925) a las 24 h post-isquemia. Se sumergieron 2 mm de una

seccién coronal de cerebro en 4% de paraformaldehido en tampdn fosfato a pH 7.4 durante toda la noche y después se
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lavaron en el mismo tampdn. La inmunohistoquimica de Cox-2 se realizé en secciones flotantes obtenidas en el vibra-
tomo. Se obtuvieron secciones de 50 um de grosor y se sometieron a inmunotincién usando anticuerpos monoclonales
contra Cox-2 (Cayman) diluido 1:200. La inmunohistoquimica contra la mieloperoxidasa (MPO) (Pharmingen) se
realiz6 en secciones de parafina que se obtuvieron después de incluir 2 mm de cerebro en parafina y de obtener cortes
de 5 um de grosor en el microtomo. Se usaron anticuerpos monoclonales de ratén contra MPO a una dilucién de 1:500.
Después del anticuerpo primario, las secciones fueron incubadas con anticuerpos secundarios biotinilados seguidos
por el procedimiento de ABC (Serotec). La reaccién de revelado se llevé a cabo con diaminobencidina como se des-
cribe en (Planas et al., 2002. J. Cereb. Blood Flow Metab., 22: 918-925). El nimero de células por area se contd en
tres dreas de cada seccion.

1.10. Determinacion de la formacion de anion superoxido en la arteria cerebral media aislada

La ACM ipsilateral al hemisferio isquémico se aisl6 de algunos animales después de 24 h post-isquemia. Los seg-
mentos de la arteria se colocaron en solucién KHS (de las siglas en inglés de Krebs-Henseleit solution) conteniendo
sacarosa al 30% durante la noche y se transfirieron a un criomolde (Bayer Quimica Farmacéutica, Barcelona, Spain) re-
lleno de medio de inclusién (Tissue Tek OCT embedding medium, Sakura Finetek Europe, The Netherlands) durante 20
minutos, y después se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -70°C. El colorante fluorescente dihidroetidio
(DHE) se utilizé para evaluar la produccién de O2 in situ, tal como se ha descrito previamente (Jimenez-Altayo et al.,
2006. J. Pharmacol. Exp. Ther., 316: 42-52; Martinez-Revelles et al., 2008. Pharmacol. Exp. Ther., 325: 363-369).

1.11. Andlisis estadistico

La comparacién entre los dos grupos se hizo con la realizacion del t-test 6 del test no paramétrico de Mann-
Whitney, dependiendo de si los valores pasaron o no pasaron el test de normalidad (D’Agostino & Pearson omnibus
normally test). Las comparaciones entre mas de dos grupos se hicieron con one-way ANOVA seguida del anélisis post-
hoc de Bonferroni’s para valores que se ajustaban a la normalidad, o con el test de Kruskal-Wallis seguido del Dunn’s
Multiple Comparison Test. Se consideraron significativos aquellos valores p<0.05. El andlisis estadistico se realizé
con GraphPad Prism software.

Ejemplo 2
Resultados
2.1. Volumen de infarto después de la isquemia transitoria y permanente

La oclusion de la ACM en rata Sprague-Dawley puede inducir varios grados de lesién tisular y consecuencias fun-
cionales. El volumen infartado (media+desviacién estandar) fue menor (p<0.01) después de una isquemia transitoria
(140.2+64.4 mm®) que en la isquemia permanente (265.6+69.2 mm?) (Fig. 1B). Sin embargo, el déficit neurolégico
s6lo mostré una insignificante tendencia a incrementar después de isquemia permanente comparado con la transitoria
(p=0.1) (Fig. 1C). Esta observacion sugiere que, en relacion a la extension del tejido lesionado, el déficit funcional fue
comparativamente peor después de la isquemia transitoria que de la permanente.

2.2. CR-6 reduce el volumen de infarto y mejora el déficit neurologico después de la isquemia transitoria pero no
en la permanente

La administracion del agente antioxidante CR-6 (dos dosis a las 2 'y 8 h después de la oclusién de la ACM redujo el
volumen infartado (p<0.05) (Fig. 2A) y mejord la valoracién neuroldgica (p<0.05) (Fig. 2B) después de la isquemia
transitoria. E1 CR-6 protegi6 al cértex y al estriado (Fig. 2C, D). No obstante, este tratamiento con CR-6 no tuvo
efecto protector después de la isquemia permanente (Fig. 2E, F). En el grupo del CR-6, el volumen infartado fue
significativamente mds extenso (p<0.001) después de la isquemia permanente (300.1+38.4 mm?) que de la isquemia
transitoria, pero, de nuevo, la valoraciéon neurolégica sélo demostré una insignificante tendencia a aumentar después
de la isquemia permanente vs a la transitoria (p=0.06).

Una administracién tnica de CR-6 a las 2 h de la reperfusioén no fue suficiente para inducir la proteccidn, puesto
que no redujo el volumen infartado (Fig. 3A) ni tampoco mejoré el déficit neuroldgico (Fig. 3B). Esto sugiere que una
accién prolongada del antioxidante puede ser necesaria para neutralizar los efectos de la reperfusion.

2.3. El consumo de glutation endogeno fue atenuado en los animales tratados con CR-6

La concentracién del glutation total (GSx) y del oxidado (GSSG) se determind en el cértex ipsilateral y contrala-
teral y en el estriado a las 24 h post-isquemia en las ratas tratadas con vehiculo 6 CR-6 y la reduccién del contenido
en glutatién reducido (GSH) se calculd con las medidas previas (ver Métodos). A las 24 h después de la isquemia
transitoria, la concentraciéon de GSH, estaba significativamente reducida en el cortex ipsilateral (p<0.05) (Fig. 4A) y
en el estriado (p<0.001) (Fig. 4B) de las ratas isquémicas que recibieron vehiculo. Este efecto fue atenuado por CR-6,
ya que el contenido en GSH en este grupo no fue significativamente diferente de los controles no isquémicos. (Fig. 4A,
B). Se encontr6 una relacién negativa entre el contenido en GSH y el volumen infartado (Fig. 4C), lo que sugirié que
el grado de consumo de GSH era un indicativo de la magnitud de la lesién tisular después de la isquemia/perfusion.
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2.4. CR-6 atenud la expresion marcadores de inflamacion y de dario cerebral

La isquemia induce la expresién de la proteina Cox-2 a las 24 h (Fig. 5) y este efecto fue altamente atenuado
por CR-6 (Fig. 5). Cox-2 fue principalmente detectado en neuronas (Fig. 5) sugiriendo que el estrés oxidativo esta
involucrado en la induccion de Cox-2 neuronal y que el efecto de CR-6, también directa 6 indirectamente alcanza las
neuronas.

2.5. Relacion de la hiperemia reactiva después de una isquemia transitoria y volumen infartado

El estudio de la perfusién cortical antes (basal), durante y después de la isquemia, demostré que algunas ratas
muestran valores de flujo sanguineo en la reperfusién muy similar a los valores basales, mientras que otras ratas
muestran valores muy por encima de los basales. En el grupo vehiculo (n=18), se encontré una relacién entre el grado
de incremento del flujo sanguineo a la reperfusion y el volumen infartado, ya que el logaritmo de estos valores estd
positivamente correlacionado (p<0.002) (Fig. 6A). Esto indica que el aumento del flujo sanguineo en la reperfusion
por encima de los niveles basales (i.e hiperemia reactiva) se asocia a una mayor extension del volumen infartado. Sin
embargo, no se encontrd relacioén entre el desarrollo de la hiperemia reactiva y la bajada del flujo sanguineo durante
la isquemia, indicando que la magnitud de la hiperemia no depende del grado de caida de flujo durante la isquemia.
La hiperperfusién se definié como un aumento de flujo superior al 20% del basal, por encima de la cual se considerd
que las ratas mostraban hiperemia reactiva (para referirse a este término, en la presente invencion también se utiliza
el término hiperperfusion) (Fig. 6B). La media idesviacion estandar (DE) de flujo sanguineo durante la isquemia fue
similar en el grupo de ratas con hiperemia (44.1+17.5% del flujo basal) que en el grupo sin ella (53.4+10.7% del
flujo basal). Entonces los voliimenes infartados fueron comparados en funcién de la presencia o ausencia de hiperemia
reactiva, de acuerdo con nuestra definicién. El volumen infartado (valor medio+SD) fue mas extenso (p<0.01) en el
grupo de ratas que mostré hiperemia (162.7+56.6) que en el grupo que no mostré hiperemia (81.7+45.5 mm?®) (Fig.
6C). Ademads, la valoracién neuroldgica (valor medio+SD) fue peor (p<0.05) en el grupo con hiperemia (5.4+1.5
puntos) que en el no-hiperémico (3.6+1.3 puntos). (Fig. 6D). La hiperemia se refiere a la hiperperfusién cortical ya
que con la sonda del laser Doppler se midié el flujo de sanguineo cortical. De acuerdo con esto, el infarto cortical (valor
medio+SD) fue més extenso (p<0.01) en el grupo hiperémico (93.7+48.4 mm?*) que en el no hiperémico (17.6+16.0
mm?®) (Fig. 6E). En cambio, no se encontraron diferencias significativas en el volumen infartado (valor medio+SD)
entre el estriado del grupo con hiperemia (67.4+17.8 mm?) y el grupo no hiperémico (56.5+28.4 mm?) (Fig. 6F).
Estos resultados sugieren que la hiperemia cortical en la reperfusion tiene valor predictivo de la exacerbacién del dafio
cortical por reperfusion y por lo tanto es un marcador de dafo de la reperfusion.

2.6. CR-6 es protector en aquellos animales que muestran hiperemia reactiva

Tomando todos los animales juntos (n=33), la incidencia de hiperemia fue del 62%. No obstante, la hiperemia no
fue equitativamente distribuida en los dos grupos. Asi, la hiperemia fue retrospectivamente encontrada en el 72% de
las ratas asignadas en el grupo vehiculo (n=18) mientras que sélo fue del 50% en el grupo del CR-6 (n=14) las que la
habian desarrollado. El aumento de la perfusion en los grupos hiperémicos fue similar entre el grupo del CR-6 y el del
vehiculo (Fig. 7A). Ademas, el grado de caida del flujo sanguineo durante la isquemia fue similar en todos los grupos
(Fig. 7B). En el grupo de animales que fueron tratados con CR-6, el volumen infartado (valor medio+SD) fue similar
tanto si previamente habian desarrollado hiperemia (85.7+£39.2 mm?) como si no la habfan desarrollado (73.8+40.6
mm?®) (Fig. 7C). Sin embargo, las ratas hiperémicas tratadas con CR-6 mostraron una reduccién del volumen infartado
(p<0.01) respecto a las ratas hiperémicas tratadas con vehiculo (Fig. 7C). En cambio el volumen de infarto fue similar
en la ratas no hiperémicas tratadas con CR-6 6 vehiculo (Fig. 7C).

Resultados similares se encontraron para la valoracién neuroldgica, ya que las ratas hiperémicas tratadas con CR-
6 tenfan un déficit neurolégico menor que aquellas que recibieron vehiculo. Sin embargo no hubo grandes diferencias
en la valoracién entre las ratas no hiperémicas tratadas con CR-6 o con vehiculo (Fig. 7D). La proteina CR-6 protegi6
de una manera mds efectiva el cortex (i.e la region que desarrollé mds lesioén con la hiperemia) que el estriado (Fig.
7E, F). Estos resultados mostraron que CR-6 protegié de manera mas efectiva a las ratas hiperémicas que a las no
hiperémicas, sugiriendo que éste antioxidante ejerce mas efecto en condiciones en las que aparecen signos de lesion
por reperfusién como se ha visto en el cértex en el presente modelo experimental.

2.7. CR-6 ateniia las alteraciones de la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica

Los animales con hiperemia desarrollaron alteraciones de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica, BHE
(BBB, de las siglas en inglés), segiin se observé con extravasacion de Evans Blue (Fig. 8). La extravasacion de Evans
Blue tendi6 a ser menor después de la administracién de CR-6. Las diferencias que se vieron con el grupo vehiculo no
fueron significativas. Los signos de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica no se observaron en todas las ratas.

2.8. CR-6 reduce la infiltracion de neutrdfilos

La expresion de mieloperoxidasa (MPO) se examind para valorar la infiltracion de neutrdfilos al tejido lesionado.
En los animales hiperémicos se detecté un aumento en la infiltracién de neutréfilos comparado con los no hiperémicos.
El nimero de células MPO-positivas (MPO+) por drea fue mayor en el grupo vehiculo que en el grupo CR-6. Se
demuestra que los individuos que no sufren hiperemia tienen menor nimero de células MPO+ que los individuos que
si que han sufrido una hiperemia.
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2.9. CR-6 atenuo el estrés oxidativo en la ACM aislada

Se procedi6 con el aislamiento de la ACM de ratas tratadas con CR-6 o con vehiculo a las 24 h post-isquemia.
Comparado con las ratas operadas del grupo control, la isquemia transitoria indujo la formacién de superéxido (que
detectamos con la técnica de dihidroetidio; DHE) en la ACM en el grupo vehiculo (Fig. 10), mientras que el CR-6
inhibi6 la formacién de superéxido en la ACM.

En base a todos estos hallazgos, se concluye que la hiperemia reactiva a una temprana reperfusion es un signo de
lesion por reperfusion. Dado el beneficio de la supresion prolongada del estrés oxidativo después de la reperfusion que
hemos descrito aqui, tenemos la hipétesis de que una isquemia transitoria puede inducir alteraciones del flujo sangui-
neo cerebral que se producen durante varias horas después de la reperfusién y que pueden contribuir significativamente
a la lesion por reperfusion.

La hiperperfusion en la reperfusién post-isquémica no es un fenémeno que ocurre sélo en ratas, ya que algunos pa-
cientes pueden desarrollar una hiperperfusién después una trombdlisis con rt-PA (Kidwell et al. 2001. Los resultados
que se muestran en la presente invenciéon muestran que s6lo algunos individuos (ratas) que desarrollan hiperperfusién
son diana para el tratamiento con antioxidantes, lo que significa que los efectos beneficiosos del CR-6 en la afecta-
cién neurolégica y el volumen infartado sélo se dieron en esos animales, pero no en animales que no desarrollaron
hiperperfusion en la reperfusién 6 en animales que no presentaron reperfusion.

En conclusién, los presentes resultados muestran que el antioxidante CR-6 es protector en la isquemia/reperfusion
en ratas, que esta proteccion es especifica para un subgrupo de animales que desarrollaron hiperemia en el momento
de la reperfusion, que el dafio cerebral fue mayor en esos animales comparado con los animales que no mostraron
hiperperfusion, que el tratamiento con antioxidante se debe mantener durante varias horas después de la reperfusion y
que CR-6 confiere beneficios en la interfase entre la sangre y el cerebro previniendo la generacion de estrés oxidativo
y nitrosativo en los vasos sanguineos y previniendo el colapso o ruptura de la BHE.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula general I,

Ry

4

0

donde R; y R, son iguales o diferentes y se seleccionan de entre H 6 un alquilo (C,-C,);

R, y R, son iguales o diferentes y se selecciona de entre H, OH, un alquilo (C,-C,) o un alcoxilo (O-(C,-C,));

R; se selecciona de entre H y un grupo alquilo (C,-C,) y

Ry es un grupo alquilo (C,-C),

para la elaboracién de un medicamento destinado al tratamiento de una lesién producida por una reperfusion post-
isquémica, donde el flujo sanguineo al inicio de la reperfusion es igual o superior a un 20% del valor basal.

2. Uso del compuesto segtn la reivindicacién 1 donde R, es H, R, es un alcoxilo (O-(C,)), R; es un hidroxilo, R,
es H, Rs es un grupo alquilo (C;-C,4) y R¢ es un grupo alquilo (C;-C,).

3. Uso del compuesto segtn la reivindicacion 2, donde Rs y Rg son un grupo metilo.

4. Uso del compuesto segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la reperfusion post-isquémica es
cerebral.

5. Uso del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el medicamento se presenta en una
forma adaptada a la administracién oral o parenteral.

6. Uso del compuesto segtn la reivindicacion 5, donde el medicamento se presenta en una forma adaptada a la
administracién oral.

7. Uso del compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el medicamento incluye al menos un
excipiente farmacoldgicamente aceptable.

8. Uso del compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el medicamento incluye al menos un
vehiculo farmacoldgicamente aceptable.

9. Uso del compuesto segtn la reivindicacién 8, donde el vehiculo farmacolégicamente aceptable es una sustancia
grasa y el medicamento se presenta en una forma adaptada a la administracién oral.

10. Uso del compuesto segtin la reivindicacion 9 donde la sustancia grasa es aceite de oliva.

11. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde el medicamento comprende ademads otra sustancia
activa.

12. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde el medicamento se administra en dos tomas de 100
mg de compuesto por kilogramo de peso corporal, por via oral.

13. Uso segtin la reivindicacién 12, donde la primera toma se administra a partir de entre el momento en el que se
produce la reperfusién y 60 minutos después del inicio de la reperfusion.
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14. Uso segun la reivindicacién 13, donde la primera toma se administra a partir de entre 15 y 45 minutos después

del inicio de la reperfusion.

15. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, donde las dos tomas se administran con una diferencia

de tiempo de entre 4 y 8 horas.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200900756

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 US 4877810 A 31.10.1989
D02 EP 1987829 A1 05.11.2008
D03 EP 1066832 A1 10.01.2001

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud se refiere al uso de compuestos de férmula general I, derivados del cromano, y especificamente el
compuesto CR-6, (3, 4-dihidro-6-hidroxi-7-metoxi-2, 2-dimetil-1 (2H)-benzopirano), para la elaboracién de un medicamento
destinado al tratamiento de una lesién producida por una reperfusion post-isquémica, donde el flujo sanguineo al inicio de la
reperfusion es igual o superior a un 20% del valor basal.

El documento D1 se refiere al uso de un compuesto 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametil cromano 2 carboxilico (conocido como Trolox-C)
en la prevencién o reduccion del dafio tisular cardiaco que ocurre con la reperfusion del corazén isquémico que ocurre después
de un infarto de miocardio o cirugia cardiovascular.

El documento D2 se refiere al uso de un compuesto 6 fluoro 2°5” dioxospiro (cromano- 4, 4’imidazolidina) 2 carboxamida en la
prevencién y uso terapéutico para el dafo isquémico cerebral o dafio producido por la reperfusion cerebral isquémica.

El documento D3 se refiere a compuestos derivados del cromano glucésido y su uso como agentes para prevenir y curar las
alteraciones de la reperfusion isquémica.

Si bien los documentos D1-D3 se refieren a compuestos con una estructura relacionada con la de la presente solicitud, es decir
derivados del cromano y el uso que se cita es el mismo, ninguno de los documentos citados ni ninguna combinacién relevante
de ellos se refiere a los compuestos de la presente solicitud.

Por lo tanto, la materia técnica de las reivindicaciones 1-15 de la solicitud es nueva, implica actividad inventiva y tiene aplicacion
industrial segun los articulos 6.1y 8.1 de la L.P.
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