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DESCRIPCION
Uso de 5-androstano (alquil)-3,5,6-triol en la preparacion de farmacos neuroprotectores
Campo de la invencion

La presente invenciéon se refiere al nuevo uso médico del compuesto 5a-androstano-3,5,6B-triol (aqui en lo
sucesivo abreviado como YC-6).

Antecedentes de la invencion

El accidente cerebrovascular isquémico agudo (AIS, de sus siglas en inglés) se trata de manera habitual
principalmente mediante trombolisis o neuroproteccién. Neuroproteccion se refiere a medicamentos o medidas,
durante el tratamiento del AIS, que son capaces de inhibir reacciones patoldgicas y bioquimicas del tejido cerebral
causadas por isquemia, que interfieren en las rutas en cascada de la isquemia y prolongan la supervivencia de las
neuronas.

La neuroproteccion se ha convertido en la actualidad en uno de los focos de investigacion en el campo del
tratamiento del AIS. En varios de los neuroprotectores que estan bajo desarrollo clinico, el mecanismo por el cual
previenen o limitan el dafio cerebral resultado de la isquemia, es mediante el bloqueo de varios procesos patologicos
perjudiciales debido a la isquemia, para reducir la muerte del tejido cerebral y promover la recuperacion de la
funcién. Los neuroprotectores pueden reducir el tamafio del infarto cerebral; sin dar como resultado una
complicacion hemorragica, la cual puede ocurrir durante la terapia con tromboliticos o anticoagulantes; y se pueden
emplear sin confirmacion de la etiologia, facilitando un tratamiento precoz. El efecto terapéutico de los
neuroprotectores es, por lo tanto, prometedor.

Sin embargo, no existe aun un neuroprotector que haya demostrado ser seguro y eficaz. Los farmacos que estan
bajo ensayos clinicos y tienen un valor potencial de aplicacion clinica incluyen los bloqueadores de los canales de
calcio (CCB), moduladores de los canales de calcio, inhibidores de la liberacidon de glutamato, agonistas del receptor
del acido Y-aminobutirico (GABA), eliminadores de radicales libres, anticuerpos de moléculas de adhesion anti-
intercelulares, etcétera.

De entre los diferentes compuestos, los esteroides neuroactivos despiertan un interés creciente debido a su amplio
efecto en neuroproteccion. Los niveles de los esteroides neuroactivos se correlacionan con el desarrollo y progresion
de algunas enfermedades del sistema central (SNC), y juegan un papel significativo en la modulacién del dafio
neurolégico y, muerte, de estas enfermedades del SNC. Estas hormonas esteroides con actividad en los tejidos
nerviosos, bien naturales o bien sintéticas, se llamaron esteroides neuroactivos (NAS) desde los afios 1980. Estas
hormonas esteroides se han utilizado clinicamente como terapia sustitutiva. El estrégeno se conoce por ser uno de
los NAS que tiene el mas potente efecto neuroprotrector. Los ovarios de las mujeres menopausicas no producen
estrégeno de nuevo, conduciendo probablemente a la deposicion de la proteina R-amiloide (AR) y a la enfermedad
de Alzheimer (AD). La administracion de estrégeno puede reducir significativamente los niveles de AR en el cerebro.
Clinicamente, el tratamiento de la AD con estrégeno ha conseguido buenos resultados. Se demostré que la
alopregnanolona protege las neuronas del hipocampo cultivadas in vitro, frente al dafio neurotoxico irreversible por
hipoxia o glutamato. El 5a-androstano-3R,5,603-triol (YC-6) es un compuesto que se ha encontrado que tiene un
efecto neuroprotector durante nuestra investigacion sobre neuroesteroides, con la siguiente formula estructural. La
informacion hasta el momento no revela ningun dato acerca del efecto farmacolégico de YC-6 o de su
neuroactividad/efecto neuroprotector.

HO OHi
OH

Estructura de 5a-androstano-38,5,6R-triol
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Compendio de la invencion

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar el uso del 5a-androstano-303,5,6R-triol en la preparacion de
farmacos neuroprotectores, para proporcionar un nuevo farmaco para el tratamiento de enfermedades relacionadas
con las neuronas.

La invencion se refiere a 5a-androstano-3R,5,6R-triol para el uso en la proteccion contra el dafio neurolégico. Otras
realizaciones de la invencién se especifican en las reivindicaciones dependientes.

Nuestra invencion ha demostrado que 5a-androstano-3R,5,6R-triol (YC-6) inhibe significativamente el dafo
excitotoxico inducido por glutamato en las neuronas granulares del cerebelo, neuronas corticales, y neuronas
motoras de la médula espinal, aumenta la tasa de supervivencia de las neuronas y reduce la liberacién de lactato
deshidrogenasa de una manera dependiente de la dosis, con una concentracion eficaz minima de 1uM. YC-6
también inhibe significativamente el dafio de las neuronas corticales del cerebro, causado por isquemia, de una
manera dependiente de la dosis, con una concentracién eficaz minima de 2,5 uM.

Para confirmar el efecto neuroprotector de YC-6 in vivo, se utilizd un modelo de lesion medular y un modelo
isquémico cerebral focal, inducido mediante bloqueo de la aorta abdominal, para explorar el efecto neuroprotector de
YC-6 contra el dafio neurolégico causado por isquemia cerebral en rata e isquemia de la médula espinal en conejo.

Se administré 1 mg. Kg™' de YC-6 a través de una inyeccion en la vena caudal a ratas del grupo YC-6, 30 minutos
antes de la isquemia cerebral. Los animales en el grupo YC-6 tienen una puntuacion neurolégica mucho mayor y un
volumen del infarto cerebral mas pequefio que en el grupo control sin tratar, indicando que YC-6 tiene un efecto
protector significativo contra el dafio de neuronas cerebrales.

Los conejos que recibieron la administracion de 2mg. Kg'1 de YC-6, 30 minutos antes de la isquemia de la médula
espinal, tienen una puntuacion neuroldgica significativamente mayor que la del grupo control sin tratar. En el grupo
YC-6 no se observd pardlisis, mientras que los animales en el grupo control si muestran paralisis.
Histopatolégicamente se demostré que, en los animales del grupo YC-6, permanecia una mayor cantidad de
neuronas motoras del asta anterior de la médula espinal que en los del grupo control, indicando ademas que YC-6
tiene un efecto protector significativo contra el dafio de la médula espinal.

Tomado lo anterior en su conjunto, YC-6 tiene un efecto protector contra el dafio neuroldgico causado por isquemia
cerebral, isquemia de la médula espinal o por hipoxia. Hasta el momento no se han reportado otras investigaciones
sobre la neuroactividad / efecto neuroprotector de YC-6.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. El efecto protector de YC-6 contra la excitotoxicidad inducida por glutamato en neuronas granulares del
cerebelo, neuronas motoras de la médula espinal, y neuronas corticales cerebrales. Morfologia de (A) neuronas
granulares del cerebelo (CGN), (B) neuronas motoras de la médula espinal (SP), y (C) neuronas corticales
cerebrales (CN); (D) tasa de liberacion de LDH y (E) tasa de supervivencia de las neuronas. * y **: neuronas
granulares del cerebelo del grupo de Glutamato (Glu) significativamente diferentes , *P <0,05 y **P < 0,01; #%# :
neuronas motoras de la médula espinal del grupo Glutamato (Glu) significativamente diferentes, *P <0,05 y *P <
0,01; $y %% . neuronas corticales cerebrales del grupo Glutamato (Glu) significativamente diferentes, p <0,05 y $p <
0,01.

Figura 2. El efecto protector de YC-6 contra el dafio de neuronas corticales inducido por hipoxia. (A) el resultado del
microscopio de contraste de fase; (B) tasa de supervivencia de neuronas; (C) tasa de liberacion de LDH. ** :
diferencias significativas frente el grupo control, P < 0,01; * y **: diferencias significativas frente al grupo con hipoxia,
*P <0,05y **P < 0,01.

Figura 3. El efecto neuroprotector de YC-6 en isquemia de la médula espinal inducida por bloqueo de la aorta
abdominal en conejos. (A) puntuacion de la funcién neurolégica; (B) cortes histopatolégicos (tincion HE); (C) el
numero de neuronas motoras de la médula espinal normales.

Figura 4: El efecto neuroprotector de YC-6 en isquemia cerebral focal de rata. (A) puntuacion de la funcion
neurolégica; (B) cortes cerebrales (tincion TTC); (C) comparacion del volumen del infarto cerebral.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidon se describira a continuacion en mas detalle en ejemplos especificos. Pero, la presente
invencion no esta limitada por los siguientes ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1. Cultivo de Neuronas Granulares del Cerebelo primarias

1. Cultivos Primarios de Neuronas Granulares del Cerebelo de rata.
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A partir de ratas con 7~8 dias de edad y un peso de 15~20g, se retird y obtuvo el cerebelo con las meninges y los
vasos sanguineos. Se utilizaron 0,05 g/L DNasa | para pipetear la célula a una suspension celular Unica después de
la digestién de 0,25 g/L de tripsina. Después, la suspension se centrifugd para recoger la precipitacion y se
resuspendié en un medio BME que contiene 10% (v/v) de FBS y 25 mM de KCI. Después, las células se sembraron
sobre placas recubiertas previamente con poli-lisina. 24 horas después del sembrado, se afadié 10 uM Ara-C para
inhibir el crecimiento y la proliferacion de células no neuronales, tal que, las neuronas granulares de cerebelo tenian
una pureza de no menos del 95%. Durante el cultivo se afiadié glucosa para proporcionar energia suplementaria
para el metabolismo celular. Se llevaron a cabo experimentos a 8 DIV.

2. Neuronas Motoras de la Médula espinal de rata.

Se obtuvo la médula espinal de ratas SD prefiadas de 15 dias. Se eliminaron la membrana y la pelicula de sangre.
Los tejidos de la médula espinal de ratas fetales se digirieron con 0,125% de tripsina y se centrifugaron después
para recoger la capa intermedia enriquecida en neuronas motoras. Se eliminaron los residuos celulares mediante
centrifugacion y las células se adhirieron mediante la técnica adherente de velocidad diferencial durante 1 hora. La
suspension de neuronas motoras de la médula espinal con una menor velocidad de adhesion, se recogieron y
sembraron. 24 horas después de la siembra, se afiadid Ara-C. El medio de cultivo se reemplazé por 3 DIV con
medio libre de suero L-15, seguido de un cambio de la mitad del medio cada 2~3 por semana. Los experimentos se
llevaron a cabo en 3-5 DIV.

3. Neuronas Corticales de rata.

A partir de ratas recién nacidas (1 dia de vida) se retird y obtuvo el cortex con las meninges y los vasos sanguineos.
Se utilizaron 0,05 g/L de DNasa | para pipetear la célula a una suspension celular Unica después de la digestion de
0,25 g/L de tripsina . Después, la suspension se centrifugd para recoger la precipitacion y se diluyd con medio
DMEM-F12 que contiene 5% (v/v) de FBS y 2% de B27. La célula se sembro sobre placas previamente recubiertas
con poli-lisina. 24 horas después de la siembra, se afiadié Ara-C 10 yM para inhibir el crecimiento y la proliferacion
de las células no neuronales. Se realizé6 un cambio de la mitad del medio 2~3 por semana. Los experimentos se
llevaron a cabo en 10 DIV.

Ejemplo 2. Efecto Protector de YC-6 en Neuronas Primarias Cultivadas
1. Efecto protector de YC-6 contra la excitotoxicidad inducida por glutamato en neuronas granulares del cerebelo

Las neuronas granulares del cerebelo cultivadas durante 8 dias se dividieron en cuatro grupos: grupo control, grupo
glutamato, grupo MK801+glutamato, y grupo YC-6+glutamato. El grupo control no recibio tratamiento. El grupo
glutamato se traté con 200 yM de glutamato. El grupo MK801 y el grupo YC-6 se pre-trataron con MK801 (10 uM) y
YC-6 con diferentes concentraciones, respectivamente, seguido por incubacion a 37°C durante 30 minutos, después
se afadié glutamato. Después de 24 horas se utilizd el microscopio de contraste de fase para observar las
morfologias neuronales. Las células se tifieron mediante FDA y se observaron bajo microscopio 6ptico fluorescente
para contar células y calcular la tasa de neuronas supervivientes. La actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH)
también se determiné para cada grupo.

Tasa de Supervivencia = Numero de células vivas para cada grupo / Numero de células vivas en el grupo control *
100%

Los resultados mostraron que la mayoria de las neuronas granulares del cerebelo en el grupo YC-6+glutamato y el
grupo MK801+glutamato, podian mantener la integridad del soma y de los procesos, incrementaron la tasa de
supervivencia y descendieron la liberacion de LDH. Se observaron diferencias estadisticas entre los grupos YC-6 y
MK801 y el grupo glutamato. Como muestran las Figuras 1-A, D, y E, el efecto de YC-6 era dependiente de la
concentracion. YC-6 no se mostré afectado en la tasa de supervivencia de las células de neuronas normales dentro
de los intervalos de dosis indicados.

2. Efecto protector de YC-6 contra la excitoxicidad inducida por glutamato en neuronas motoras de la médula espinal

Las neuronas motoras de la médula espinal primariamente cultivadas a 5 DIV se dividieron en cuatro grupos: grupo
control, grupo glutamato, grupo MK801+glutamato, y grupo YC-6+glutamato. El grupo control no recibio tratamiento.
El grupo glutamato se traté con 200 uM de glutamato. El grupo MK801 y el grupo YC-6 se pre-trataron con MK801
(10 uM) y YC-6 con diferentes concentraciones, respectivamente, seguido de incubacion a 37 °C durante 30
minutos, después se afiadioé glutamato. Después de 24 horas, se utilizé un microscopio en fase de contraste para
observar las morfologias neuronales. Las células se tifieron mediante FDA y se observaron bajo microscopio
fluorescente invertido para contar células y calcular la tasa de supervivencia de las neuronas. La actividad de la
lactato deshidrogenasa (LDH) se determiné también para cada grupo.

Tasa de Supervivencia = Numero de células vivas para cada grupo / Nimero de células vivas en el grupo control *
100%
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La observacion del microscopio en fase de contraste mostré que un gran nimero de neuronas motoras espinales
sobrevivieron en el grupo control, con un soma en forma de triangulo o de poligono intacto. Las células eran
estereoscopicas y tenian un halo y neuritas visibles. En el grupo glutamato sobrevivieron pocas células motoras
espinales, aunque con neuritas formadas. Las células en este grupo estaban gravemente dafiadas. El niumero de
neuronas motoras espinales en el grupo MK801+glutamato y en el grupo YC-6+glutamato, estaba significativamente
aumentado y se veian muchas neuritas, aunque un pequefio nimero de células estaban muertas. Comparado con el
grupo control, las tasas de supervivencia de los demas grupos descendieron, aunque en grados diferentes.
Comparado con el grupo glutamato, la tasa de supervivencia del grupo YC-6+glutamato era significativamente mayor
y, era dependiente de la concentracion de YC-6, como se muestra en las Figuras 1-B, D, y E. YC-6 no mostré efecto
sobre la tasa de supervivencia de neuronas normales dentro de los intervalos de dosis indicados.

3. Efecto protector de YC-6 contra la excitotoxicidad inducida por glutamato en neuronas corticales

Las neuronas corticales primariamente cultivadas a 10 DIV se dividieron en cuatro grupos: grupo control, grupo
glutamato, grupo MK801+glutamato, y grupo YC-6+glutamato. El grupo control no recibio tratamiento. El grupo
glutamato se traté con 200 uM de glutamato. El grupo MK801 y el grupo YC-6 se pre-trataron con MK801 (10 uM) y
YC-6 con diferentes concentraciones, respectivamente, seguido de incubacion a 37 °C durante 30 minutos, después
se afadié glutamato. Después de 24 horas, se utiliz6 un microscopio en fase de contraste para observar las
morfologias neuronales. Las células se tifieron mediante FDA y se observaron bajo microscopio fluorescente
invertido para contar células y calcular la tasa de supervivencia de las neuronas. La actividad de la lactato
deshidrogenasa (LDH) se determiné también para cada grupo.

Tasa de Supervivencia = Numero de células vivas para cada grupo / Numero de células vivas en el grupo control *
100%

Los resultados mostraron que un gran numero de neuronas corticales en el grupo YC-6+glutamato y el grupo
MK801+glutamato mantenia los somas y las neuritas intactas y, tenian tasas de supervivencia mayores y, una
menor liberacion de LDH. Se observaron diferencias estadisticas entre los grupos YC-6 y MK801 y, el grupo
glutamato. Como se muestra en las Figuras 1-C, D, y E, el efecto de YC-6 era dependiente de la concentracion. YC-
6 no mostré efecto sobre la tasa de supervivencia de células neuronales normales dentro de los intervalos de dosis
indicados.

4. Efecto protector de YC-6 contra el dafio inducido por hipoxia en neuronas corticales

Las neuronas corticales primariamente cultivadas a 10 DIV se dividieron en cuatro grupos: grupo control, grupo
hipoxia, grupo MK801+hipoxia, y grupo YC-6+hipoxia. Se proporcionaron para cada grupo pocillos duplicados por 3.
El grupo control se incubd en un incubador norméxico de CO;. El grupo con hipoxia se coloco en una estacion de
trabajo con hipoxia (oxigeno concentrado: 1%). El grupo MK801+ hipoxia y el grupo YC-6+ hipoxia se trataron con
MK801 (10 uM) y YC-6 con diferentes concentraciones 30 minutos antes de desplazarlos a la estacion de trabajo
con hipoxia (oxigeno concentrado: 1%). Después de 12 horas, las células se observaron y fotografiaron bajo
microscopio de contraste de fase.

El tratamiento se realizé en 96 pocillos. Se afadieron 200 pl de disolucién madre MTT a cada pocillo y se incubd
durante 4 horas. Se formaron cristales de color jacinto en las células vivas. Se eliminé el liquido de cada pocillo y se
sustituyd con 150 ul de DMSO para disolver los cristales. Los cristales se disolvieron después de media hora y el
valor OD se detecté a 570 nm de longitud de onda mediante un Lector de Microplacas. Se obtuvieron 50ul de un
medio de cultivo a partir de todos los grupos a diferentes puntos de tiempo y se determind la liberacion LDH para
cada pocillo segun las instrucciones del fabricante. Los datos se presentaron como la media + SD, mediante ANOVA
unidireccional, se analizaron estadisticamente usando un test-t de muestras emparejadas y el analisis de la varianza
por medio de muestras multiples. Véanse las referencias [1] y [2] . [1] Brewer G.J. Isolation and culture of adult rat
hippocampal neurons. J. Neurosci. Meth. 1997, 71:143-155. [2] Lee M.M., Hseih M.T. Magnolol protects cortical
neuronal cells from chemical hypoxia in rats. Neuroreport 1998, 9:3451-3456.

Los resultados mostraron neuronas corticales de rata cultivadas primariamente a 10 DIV con forma cénica o forma
multi-polar con soma brillante, limite y nucleo claros. Las células tenian una refractividad muy alta y las neuritas se
conectaban para formar una red.

Las neuronas corticales expuestas a hipoxia mostraron una integridad alterada y una refractividad disminuida. Las
neuritas se rompieron o desaparecieron. El citoplasma experimenté degeneracion granular. Alguno de los somas
estaba hinchado o habia desaparecido.

Comparado con el grupo control, el grupo MK801+hipoxia y el grupo YC-6 +hipoxia no mostraron diferencias en la
morfologia de las células neuronales corticales. El efecto de proteccion neuronal de YC-6 era dependiente de la
concentracion (Figura 2A). El método MTT mostré que el tratamiento con hipoxia descendié significativamente la
tasa de supervivencia de neuronas (P<0,05), mientras que el YC-6 aumentd la tasa de supervivencia de las
neuronas de una manera dependiente de la concentracion (Figura 2B). Los datos de la liberacion de LDH estaban
en consonancia con los resultados del método MTT. El grupo pre-tratado con YC-6 atenu6 el dafio neuronal causado
por hipoxia de una manera dependiente de la concentracion (Figura 2-C, P<0,05).
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Ejemplo 3: Efecto Neuroprotector de YC-6 contra isquemia de la médula espinal de conejo inducida mediante
bloqueo de la aorta abdominal

Se agruparon 40 conejos blancos macho de Nueva Zelanda en 4 grupos (n = GruPo control para el
establecimiento del modelo isquémico de la médula espinal de conejo; grupo YC-6, con 2 mg kg de esteroide YC-6
inyectado a través de la via intravenosa en la vena marginal de la oreja del conejo 30 minutos antes de la i |squem|a
de la médula espinal; Grupo de vehiculos, con una capacidad equivalente de hidroxipropil ciclodextrinas (1 mg.kg" )
inyectada de la misma forma 30 minutos antes de la isquemia de la médula espinal; Grupo de simulacion,
Unicamente con exposicion de la aorta abdominal pero sin bloqueo.

El establecimiento del proceso del modelo isquémico de la médula espinal de conejo se realizd segun las referencias
[3] y [4] y nuestro informe previo [5]. [3] Celik M. et al. Erythropoietin prevents motor neuron apoptosis and neurologic
disability in experimental spinal cord ischemis injury. Proc Natl Acad Sci EE.UU, 2002, 99:2258-2263. [4] Jonhson
SH, Kraimer J.M., Graeber G.M. Effects of flunarizine on neurological recovery and spinal cord blood flow in
experimental spinal cord ischemia in rabbits, Stroke, 1993, 24: 1547-1553. [5] Sang H., Cao L., Qiu P., Xiong L.,
Wang R., Yan G. Isoflurane produces delayed precondiotioning against spinal cord ischemic injury via release of free
radicals in rabbits. Anesthesiology, 2006, 105: 953-960.

Se obtuvieron parametros fisioldgicos para cada grupo inmediatamente antes de la isquemia, 10 minutos después
de la isquemia y 20 minutos después de la reperfusion. Se utilizé la puntuacién de Tarlov [5] para obtener
puntuaciones funcionales para cada grupo: 0 puntos, paralisis completa de las extremidades posteriores; 1 punto,
notable movimiento articular de las extremidades posteriores; 2 puntos, movimiento libre del conjunto de las
extremidades posteriores pero incapacidad para levantarse; 3 puntos, capaz de levantarse pero incapaz de caminar;
4 puntos, recuperacion completa de la funcion de movimiento de las extremidades posteriores y capaz de caminar
con normalidad.

Después de puntuar la funcidén neuroldgica, los conejos se sometieron a anestesia y se obtuvieron los segmentos
lumbares (Ls-L7) de los tejidos de la médula espinal. Los tejidos se embebieron en parafina, se cortaron, y después
se sometieron a tincion HE. Se observaron cambios patoldgicos bajo un microscopio 6ptico por un observador que
no sabia como se agruparon los conejos y se contaron las neuronas motoras normales del asta anterior de la
médula espinal. El recuento de neuronas motoras normales del asta anterior de la médula espinal se presenté como
el valor medio de 3 muestras.

Los resultados mostraron que no habia diferencia estadistica (P > 0,05) en los parametros obtenidos
inmediatamente antes de la isquemia, 10 minutos después de la isquemia y 20 minutos después de la reperfusion.
Se determind la puntuacion de la funcidn neurolégica y se muestran en la Figura 3-A. La funcién neuroldgica de las
extremidades posteriores de los conejos en el grupo de Simulacién era completamente normal durante la
observacion completa (4 puntos); ninguno de los conejos en los grupos Control y de los Vehiculos se podian
levantar; 7 de los conejos en el grupo YC-6 se podian levantar (puntuacion 3 o mas). Las puntuaciones de la funcion
neurolégica de los grupos YC-6 y de Simulacion eran significativamente mayores que la de los grupos Control y de
Vehiculos (P < 0,05).

En los grupos Control y de Vehiculos, los segmentos lumbares de los tejidos de la médula espinal se dafiaron
gravemente, reflejada como una desaparicion importante de las neuronas motoras normales y una degeneracion
vacuolar extensa. En el grupo YC-6, sin embargo, el dafio de la médula espinal se atenud sustancialmente y se
observaron neuronas motoras normales (Figura 3-B). EI nimero de neuronas motoras normales del asta de la
médula espinal en los grupos YC-6 y de Simulacion era significativamente mayor (Figura 3-C).

En conclusién, YC-6 es neuroprotector contra la isquemia de la médula espinal.
Ejemplo 4. Efecto neuroprotector de YC-6 contra isquemia cerebral focal de rata (MCAQ)

30 ratas machos SD se dividieron de forma aleatoria dentro de 3 grupos (n = 10): Grupo Control, para el
establecimiento del modelo isquémico cerebral focal de rata; grupo YC-6, con 1 mg. kg de YC-6 inyectado
intravenosamente a través de la vena caudal 30 minutos antes de la isquemia cerebral; Grupo del Vehiculo, con una
capacidad equivalente de hidroxipropil ciclodextrinas (2 mg.kg ) inyectado de la misma manera 30 minutos antes de
la isquemia cerebral.

Las ratas se sometieron a ayuno post-operatorio durante 12 horas y mientras se les permitié beber libremente. Se
establecio el modelo de oclusion de la arteria cerebral media (MCAQO) mediante la técnica de la hebra intraluminal
[6]. [6] Wang Q., Peng Y., Chen S., Gou X., Hu B., Du J., Lu Y., Xiong L. El pretratamiento con electroacupuntura
induce tolerancia rapida a la isquemia cerebral a través de la regulacion del sistema endocannabinoide. Stroke,
2009, 40(6): 2157-2164. Después de la oclusion durante 120 minutos, la hebra se liberé y se siguid de una
reperfusion continuada. Se monitored el flujo sanguineo cerebral regional mediante un laser Doppler medidor del
flujo sanguineo. Los animales se devolvieron a la jaula cuando despertaron y se les permitid6 beber y comer
libremente. 72 horas de reperfusion después de la isquemia cerebral, se utilizé el método de puntuacion Longa [7]
para ensayar y puntuar la funcién neurolégica mediante un observador que no sabia cémo se habian agrupado las
ratas: grado 0, sin disfuncion; grado 1, incapaz de estirar la extremidad anterior izquierda; grado 2, rotacién hacia la
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izquierda; grado 3, descenso hacia la izquierda; grado 4, sin actividades autonémicas acompafiado por inhibicion de
la consciencia; grado 5, muerte. [7] Longa E.Z., Weinstein P.R., Carlson S., Cummins R. Reversible middle cerebral
artery occlusion without craniectomy in rats. Stroke, 1989, 20(1): 84-91.

Después de la puntuacién de la funcién neuroldgica, las ratas se sacrificaron y rapidamente se les sacaron los
cerebros. Después de cortarlos, las secciones del cerebro se tifieron inmediatamente en una disolucién TTC durante
30 minutos, seguido de la fijacion con paraformaldehido. Después de 24 horas, los cortes se fotografiaron utilizando
una camara digital y las imagenes se importaron a un ordenador. Se utilizd un programa informatico de
procesamiento de la imagen (ADOBE, PHOTOSHOP 8.0) para calcular el volumen del infarto (el tejido cerebral
normal se muestra en rosa y el area del infarto se muestra en blanco). Para calibrar la desviacion en el volumen del
infarto causado por el edema cerebral, el volumen del infarto se presenté como el porcentaje del volumen normal en
el lado opuesto.

Volumen del infarto = (Volumen tisular normal del lado opuesto — volumen tisular normal del lado correspondiente) /
volumen tisular normal del lado opuesto * 100%

Se ensayo la puntuacion del comportamiento neurolégico (NBS, de sus siglas en inglés) utilizando el test de Kruskal-
Wallis. Si se presentaba una diferencia entre los grupos, se utilizd el test de Mann-Whitney U y la calibracion
Bonferroni para la comparacion por parejas. El volumen del infarto y los parametros fisioldégicos se presentaron como
la media + errror SD y se analizé utilizando ANOVA en una direccién siguiendo el test Post hoc Studeng-Newman-
Keuls (SNK) para la comparacion por parejas entre grupos multiples. * P<0,05 indica diferencia estadistica.

Las puntuaciones de la funcion neuroldgica para los animales de cada grupo se muestran en la Figura 5. El grupo
YC-6 comparado con los grupos Control y de Vehiculos, tienen una mejora significativa en la funcién neurologica y
en la reduccién del volumen del infarto (*P<0,05 ).

Tomando en conjunto lo anterior, YC-6, es decir, 5a-androstano-31,5,6R-triol tiene efecto protector contra los dafios
neuronales causados por hipoxia, isquemia cerebral o isquemia de la médula espinal.
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REIVINDICACIONES
1. 5a-androstano-3R,5,6R-triol para el uso en la proteccién contra el dafio neuronal.

2. El 5a-androstano-303,5,6B-triol para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el dafio neuronal es causado por
isquemia cerebral.

3. El 5a-androstano-3R,5,6R-triol para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el dafio neuronal es causado por
isquemia de la médula espinal.

4. El 5a-androstano-38,5,6R-triol para el uso segun la reivindicacion 1, en donde el dafio neuronal es causado por
hipoxia.
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