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DESCRIPCION

Uso de vitamina D y derivados de la misma en la fabricacién de un medicamento para la protecciéon
contra la pérdida de neuronas.

Esta invencion se refiere a la proteccion contra la pérdida de neuronas.

A diferencia de muchos otros tipos celulares, las neuronas no pueden reemplazarse en el cerebro adulto.
De esta forma, la pérdida de neuronas en el cerebro adulto tiene consecuencias muy graves y general-
mente irreversibles, ya sea debida a la edad, a enfermedades, a traumatismos o a combinaciones de tales
circunstancias.

Atn no se conoce la causa de la pérdida de neuronas durante el envejecimiento. Ademds, cada vez
hay mas indicios que sugieren que casi todas las personas que viven lo suficiente pueden padecer en-
fermedades relacionadas con la edad, tales como la enfermedad de Alzheimer (AD), la enfermedad de
Parkinson (PD) y apoplejias, que generalmente estdn asociadas con una pérdida de neuronas en diferentes
regiones del cerebro. La incidencia de muchas enfermedades neurodegenerativas aumenta rapidamente
con el envejecimiento. Por ejemplo, el porcentaje de individuos con menos de sesenta y cinco anos que
tienen enfermedad de Alzheimer es menor del cinco por ciento, pero esta incidencia aumenta casi expo-
nencialmente después de los sesenta y cinco, y hasta el cuarenta y siete por ciento de los individuos de
més de ochenta y cinco afnos puede tener alguna forma de AD. Katzman T y Saitoh, T. (1991) FASEB
J. 5:278-286; Evans, D.A. y col. (1989) JAMA 262:2551-2556. Ademés, los cerebros de esencialmente
todos los individuos estudiados de més de ochenta anos contienen al menos alguna pérdida de neuronas
relacionada con la edad y/o con enfermedades. Matsuyama, H. y col. (1966) Proceedings of the Fifth
International Congress of Neuropathology (Excerpta Medica International Congress Series No. 100, eds.
Luthy, F. y col.) 979-980. De esta forma, el propio envejecimiento es el mayor factor de riesgo para varios
tipos de enfermedades neurodegeneratlvas lo que indica que el envejecimiento aumenta la susceptibilidad
a la pérdida de neuronas. De hecho, hay una gran evidencia de que el envejecimiento, incluso en ausencia
de enfermedades, también esta asociado con la pérdida de neuronas y con la pérdida de memoria. Crook,
T. y col. (1986) Devel. Neuropsych. 2(4):261-276.

Aunque sigue sin conocerse la causa de la pérdida de neuronas en el envejecimiento y en las enferme-
dades neurodegenerativas, se ha creado un modelo denominado la “hipdtesis de la homeostasis de calcio
alterada”. Esta hipotesis plantea que la mala regulacion o elevacién de los niveles de calcio intracelulares
es una “ruta final comin” para muchas afecciones y enfermedades neurodegenerativas que finalmente
conducen a la muerte neuronal. Esto se basa en gran medida en la evidencia de la existencia de una
alteraciéon de la regulaciéon del calcio en el deterioro relacionado con la edad del sistema nervioso en mo-
delos animales de envejecimiento. Khachaturian, Z.S. (1984) Handbook of Studies on Psychiatry and
Old Age (eds. Kay, D. y Buarrows, G.D., Elsevier, Amsterdam) 7-30; Khachaturian, Z.S. (1989) Aging
1: 17-34; Gibson, G.E. y Peterson, C. (1987) Neurobiol. Aging 8: 329-344; Landfield, P.W. (1987)
Neurobiol. Aging 8: 346-347. También se ha demostrado que la mala regulacién o elevacién del calcio
intracelular puede producir una sobreactivacién de enzimas tales como las proteasas y las endonucleasas
dependientes de calcio, que pueden ser téxicas para las células. Siesjo, B.K. (1981) J. Cereb. Blood Flow
Metab. 1:155-185; Choi, D.W. (1987) J. Neurosci. 7:369-379.

Aunque el envejecimiento parece afectar a la regulacién del calcio en el cerebro, las investigaciones
de la regulacién del calcio periférico en relacién con afecciones y enfermedades, por ejemplo, con la AD,
una enfermedad marcada por una pérdida extensiva de neuronas, fundamentalmente en el hipocampo,
generalmente han sido incongruentes. Varios estudios han descubierto que ni la hormona paratiroidea,
ni la vitamina D, ni el calcio en suero difieren sistemdaticamente entre los pacientes enfermos y los con-
troles de edad similar (Shore, D. y col. (1980) J. Gerontol. 35: 656-662; Singh, S. (1988) Age Ageing
17:21-28; Ferrier, I.N. y col. (1990) Age Ageing 19: 368-375), aunque algunos han descubierto que en
los pacientes enfermos estan alterados algunos aspectos de la regulacion del calcio. Martyn, C.N. y col.
(1989) Gerontology 35: 153-157; Ferrier, I.N. y col. (1990) Age Ageing 19: 368-375; Ogihara, T. y col.
(1990) Gerontology 36 (Supp. 1) 25-30.

También se han realizado estudios que intentaban encontrar alteraciones en las hormonas reguladoras
del calcio periférico con el envejecimiento normal. Algunos de estos estudios encontraron cambios en la
regulacion del calcio y en las hormonas reguladoras del calcio tales como la vitamina D. Orwoll, E.S.
y Meier, D.E. (1986) J. Clin. Endocrinol. Metab. 63:1262-1269. Sin embargo, todos estos estudios
de la regulacién del calcio periférico en el envejecimiento e incluso en la AD han sido correlacionales, y
ninguno ha demostrado ninguna asociacién causal entre las hormonas reguladoras del calcio periférico y
la pérdida de neuronas. De hecho, ninguno de estos estudios ha sugerido que la vitamina D pueda afectar
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a la regulacién del calcio en el cerebro o a la pérdida de neuronas cerebrales. Esto probablemente se debe
a la creencia general de que las hormonas periféricas no modulan la regulacién de calcio en el cerebro. De
esta forma, el concepto de la regulacion del calcio por la vitamina D no se ha relacionado con la hipdtesis
de la homeostasis de calcio alterada del envejecimiento cerebral.

De esta forma, la causa genética o ambiental del envejecimiento cerebral o de la muerte de las neuro-
nas cerebrales sigue sin estar definida en su mayor parte. Claramente, sea cual sea la causa, es el efecto
progresivo y acumulativo de la muerte neuronal durante un largo periodo de tiempo el que produce los
cambios fisiolégicos perceptibles. En estudios longitudinales se ha descubierto que la progresién de los
sintomas cognitivos debidos a la AD es detectable a intervalos no menores de un mes y de hasta un
anio. Morris, J. C. y col. (1989) Neurology 39: 1159-1165 (Tablas 3 y 6). La pérdida de neuronas del
hipocampo debida al envejecimiento normal del cerebro es incluso més gradual. Ball, M.J. (1977) Acta
Neuropathol. (Berl.) 37: 111-118; Coleman, P.D. y Flood, D.G. (1987) Neurobiol. of Aging 8:521-545.
De esta forma, se requiere el ensayo durante un periodo no menor de un mes, y quizas durante un periodo
de varios anos, para demostrar la evidencia de la reduccién de la pérdida de neuronas tras el tratamiento
de un sujeto con un farmaco que se haya considerado 1til en el tratamiento de la neurodegeneracion
relacionada con la edad o con ciertas enfermedades.

La Patente de Estados Unidos No. 4.897.388, expedida en 1990 sobre una solicitud presentada en
diciembre de 1988, describe un procedimiento de tratamiento de pacientes con la enfermedad de Alzhei-
mer por medio de la administraciéon de una cantidad segura y eficaz de un material de vitamina D3 o
D» biolégicamente activo. Un paciente que padecia la enfermedad de Alzheimer se traté con calcitriol
durante un periodo de siete dias. Segun se informd, la afeccién del paciente, cuyos sintomas no se de-
finieron, mostré mejoria. Sin embargo, el periodo durante el que se realizé el ensayo es completamente
insuficiente, por las razones indicadas anteriormente, para demostrar una reduccion de la pérdida de neu-
ronas. Ademds, la muestra, que constaba de un solo paciente, no es suficiente para determinar ninguna
conclusién, incluso asumiendo que la mejoria se habia determinado objetivamente. Finalmente, no hay
ninguna explicacion del tipo de mejoria observada, pero es probable que sélo sea el alivio de los sintomas
de la AD debido a los efectos periféricos del material de vitamina D.

Se cree que la pérdida de neuronas del cerebro es una caracteristica general del envejecimiento, que
afecta préacticamente a toda la poblacién. La pérdida progresiva de neuronas conduce, en muchas cir-
cunstancias, al inicio y progresion de enfermedades neurodegenerativas debilitantes, presentando de esta
forma una carga sanitaria importante para la poblacién. Por ejemplo, en 1991 se gastaron casi 90 billones
de ddlares sélo en el tratamiento de pacientes con la enfermedad de Alzheimer. (Asociacién de Alzhei-

mer, Chicago, Illinois). Este sélo es un ejemplo de las muchas enfermedades que pueden producirse por la
pérdida de neuronas. Cualquier remedio que pudiera tratar o, en el caso éptimo, prevenir la aparicién de
enfermedades neurolégicas relacionadas con la edad previniendo la pérdida de neuronas, proporcionaria
un inmenso ahorro sanitario asi como una gran mejora desde el punto de vista sanitario para una gran
parte de la poblacién. Por lo tanto, es indispensable desarrollar terapias que puedan detener o ralentizar
la progresién de la pérdida de neuronas. Tales terapias deberian actuar éptimamente durante un largo
periodo de tiempo, ya que la pérdida de neuronas se produce durante un periodo prolongado, y deberian
ser seguras en tales espacios de tiempo con dosificaciones eficaces. Por las razones anteriores, sigue exis-
tiendo la necesidad critica de un procedimiento de tratamiento a largo plazo que prevenga o retrase la
pérdida neuronal en un sujeto.

La presente invencién proporciona el uso de un compuesto que es una forma biolégicamente activa de
la vitamina D o un precursor, metabolito o andlogo de la vitamina D que actia por medio del receptor
de la vitamina D, para la fabricacién de un medicamento para aplicacién terapéutica en la proteccion
contra la pérdida de neuronas en un sujeto.

El compuesto usado de acuerdo con la presente invencion se administra en una cantidad y durante
un periodo de tiempo eficaz para proteger contra la pérdida neuronal. Preferiblemente, el periodo de
administracién es un periodo prolongado, por ejemplo, mayor de dos semanas y preferiblemente de un
mes 0 Mayor.

Los compuestos usados de acuerdo con la presente invencién protegen contra la pérdida neuronal
actuando a través del receptor de la vitamina D. Algunos de estos compuestos pueden prevenir o retrasar
la pérdida de neuronas regulando los niveles de calcio y fosfato intraneuronales y/o periféricos. Otros
compuestos usados de acuerdo con la presente invencién actiian por medio del receptor de la vitamina D
para proteger contra la pérdida de neuronas por medio de mecanismos que no implican la regulacién de
calcio o fosfato. Preferiblemente, el compuesto usado es una forma biolégicamente activa de la vitamina
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D, un precursor, metabolito, o andlogo de vitamina D (para facilitar la siguiente discusién, la expresién
“compuesto de vitamina D” y “vitamina D, un precursor, metabolito o andlogo de vitamina D” se usaran
indistintamente), que puede o puede no regular los niveles de calcio y/o fosfato. Una forma preferida de
vitamina D para uso en la presente invencién es el calcitriol.

Haciendo referencia a los dibujos ilustrativos adjuntos:

Las Figuras 1A, 1B y 1C representan un diagrama esquemético del procedimiento usado para seccionar
el hipocampo en la preparacién para el recuento de neuronas CAl en ratas tratadas con calcitriol,
calcitonina o una sustancia de control. Se separé por diseccién el hipocampo extendido (Figura
1A). Los bloques del hipocampo se procesaron por técnicas convencionales para incluirse en bloques
de pléstico. Se cortaron secciones finas (de 1 pm de espesor) desde una cara del bloque (Figura 1B)
y se contaron las neuronas del campo CA1l en seis secciones de cada animal (Figura 1C).

Las Figuras 2A y 2B son fotografias que ilustran la densidad de las neuronas CA1l en secciones del
hipocampo de ratas de edad avanzada (de 26-27 meses de edad). La Figura 2A es una fotografia de
una seccién representativa del campo CA1 del hipocampo de una rata de control de edad avanzada.
La Figura 2B es una fotografia de una seccién representativa del campo CA1 del hipocampo de una
rata de edad avanzada después de 8 meses de tratamiento con inyecciones de calcitriol.

Las Figuras 3A y 3B son graficos de barras que representan el niimero medio de neuronas en la regién
CA1 del hipocampo en 100 pum de la longitud de la capa de células CAl, para ratas macho de edad
avanzada tratadas con inyecciones durante un periodo de 8 meses (Figura 3A- la edad cuando se
inicié el tratamiento era de 19-20 meses) o durante un periodo de 12 meses (Figura 3B- la edad
cuando se inicié el tratamiento era de 9-11 meses) con calcitriol, calcitonina o una sustancia de
control.

La presente invencién hace uso del descubrimiento de que un sujeto puede protegerse contra la pérdida
de neuronas por la administracién al sujeto de un compuesto que actie a través del receptor de la vita-
mina D para prevenir y/o retrasar la pérdida de neuronas. Como la alteracién de los niveles de calcio se
ha implicado en las lesiones de los tejidos neuronales, un mecanismo a través del cual algunos compuestos
usados de acuerdo con la presente invencién puede proteger contra la pérdida de neuronas es mediante la
restauracion de la homeostasis del calcio. Otros compuestos usados de acuerdo con la presente invencién
actian a través del receptor de la vitamina D para proteger contra la pérdida de neuronas sin regular los
niveles de calcio. Tipicamente, el compuesto usado se administra durante un largo periodo de tiempo y
en una cantidad suficiente para proteger contra la pérdida de neuronas.

La expresién “proteccién contra” pretende incluir la prevencién, retraso y/o terminacién del dete-
rioro, alteracion o muerte de las neuronas de un sujeto. Los compuestos descritos en este documento
proporcionan protecciéon contra la pérdida de neuronas.

La pérdida de neuronas puede ser el resultado de cualquier condicién de una neurona en la que esta
comprometida su funcién normal. El deterioro neuronal puede ser el resultado de cualquier condicién que
comprometa la funcién de una neurona y que probablemente conduzca a la pérdida neuronal. La funcién
de las neuronas puede estar comprometida, por ejemplo, por una alteracién bioquimica, por la fisiologia
o por la anatomia de una neurona. El deterioro de una neurona puede incluir cambios en la membrana,
en las dendritas o en las sinapsis, que sean perjudiciales para el funcionamiento neuronal normal. La
causa del deterioro, alteracién y/o muerte neuronal puede ser desconocida. Como alternativa, puede ser
el resultado de cambios relacionados con la edad y/o con enfermedades que se producen en el sistema
nervioso central de un sujeto.

Cuando la pérdida de neuronas se describe en este documento como “relacionada con la edad”, pre-
tende incluir la pérdida de neuronas debida a cambios corporales conocidos y desconocidos de un sujeto,
que estan asociados con el envejecimiento. Cuando la pérdida de neuronas se describe en este documento
como “relacionada con una enfermedad” pretende incluir la pérdida de neuronas debida a cambios cor-
porales conocidos y desconocidos de un sujeto, que estdn asociados con una enfermedad. Sin embargo,
debe entenderse que estos términos no son mutuamente exclusivos y que, de hecho, muchas afecciones
que producen la pérdida de neuronas estan relacionadas con la edad y con enfermedades.

Algunas de las enfermedades relacionadas con la edad mas comunes asociadas con la pérdida de
neuronas y con los cambios en la morfologia de las neuronas incluyen, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Pick, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad vascular, la enfermedad
de Huntington y la Pérdida de Memoria Asociada con la Edad. En pacientes con Alzheimer, la pérdida

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 166 377 T3

de neuronas es mas notable en el hipocampo, en las cortezas frontal, parietal y temporal anterior, en la
amigdala y en el sistema olfativo. Las zonas del hipocampo afectadas mas prominentemente incluyen la
regién CA1, el subiculo y la corteza entortinal. La pérdida de memoria se considera el cambio cognitivo
ma&s temprano y representativo, porque es bien conocido que el hipocampo juega un papel crucial en la
memoria. La enfermedad de Pick se caracteriza por una degeneracién neuronal grave en el neocortex de
los 16bulos temporales frontal y anterior, que algunas veces va acompanada por la muerte de neuronas
en el cuerpo estriado. La enfermedad de Parkinson puede identificarse por la pérdida de neuronas en la
sustancia nigra y en el locus cereleus. La enfermedad de Huntington se caracteriza por la degeneracién de
las neuronas colinérgicas y GABA-érgicas intraestriatales y corticales. La enfermedad de Parkinson y la
enfermedad de Huntington normalmente estan asociadas con trastornos del movimiento, pero a menudo
también muestran lesiones cognitivas (pérdida de memoria).

La pérdida de Memoria Asociada con la Edad (AAMI) es otro trastorno asociado con la edad que se
caracteriza por la pérdida de memoria en individuos sanos de edad avanzada en las ultimas décadas de la
vida. Crook, T.y col. (1986) Devel. Neuropsych. 2(4):261-276. Actualmente, no estd definida de forma
precisa la base neuronal de AAMI. Sin embargo, se ha publicado la existencia de muerte neuronal con el
envejecimiento en muchas especies en regiones cerebrales implicadas en la memoria, incluyendo la corteza,
el hipocampo, la amigdala, los ganglios basales, el prosencéfalo colinérgico basal, el locus ceruleus, los
ntcleos rafe y el cerebelo. Crook, T. y col. (1986) Devel. Neuropsych. 2(4): 261-276.

Los sujetos que pueden tratarse por medio de esta invencién incluyen organismos vivos, por ejemplo,
mamiferos, susceptibles a la pérdida de neuronas relacionada con la edad y/o con enfermedades. Los
ejemplos de sujetos incluyen los seres humanos, perros, gatos, ratas y ratones. Pueden usarse modelos
de mamiferos inferiores, por ejemplo, ratas o ratones, para predecir los modos de envejecimiento cerebral
generales y la pérdida de neuronas asociada en mamiferos superiores tales como los seres humanos.

Los cerebros de los roedores en envejecimiento no desarrollan placas seniles ni maranas neurofibrilares.
Sin embargo, la mayoria de los estudios recientes sugieren que la pérdida o contraccién de las neuronas,
dendritas y/o sinapsis estd mas relacionada con la demencia o el envejecimiento que las placas y marafias.
Terry, R.D. y col. (1987) Ann. Neurol. 21: 530-539; Terry, R.D. y col. (1990) J. Neuropathol. Exp.
Neurol. 49: 335; Bruell, S.J. y Coleman, P.D. (1981) Brain Res. 214: 23-41; Scheff, S.W. y col. (1990)
Neurobiol. Aging 11: 29-37. Las ratas en envejecimiento presentan pérdida de células neuronales en las
células piramidales del hipocampo, especialmente en el campo CAl, (Landfield, P.W. y col. (1981)
Science 214: 581-584; Landfield, P.W. (1987) Prog. Brain Res. 72: 279-300; Kerr, D.S. y col. (1991) J.
Neurosci. 11: 1316-1324), asf como pérdidas de células o cambios dendriticos/sindpticos en algunas otras
regiones cerebrales. Coleman, P.D. y Flood, D.G. (1987) Neurobiol. Aging 8: 521-545; Geinisman,
Y. y col. (1986) Brain Res. 398: 266-275. Ademds, los roedores en envejecimiento muestran una hiper-
trofia extensiva de los astrocitos del hipocampo (Landfield, P.W. y col. (1977) J. Gerontol. 32: 3-12;
Landfield, P.W. y col. (1978) Science202: 1098-1102; Geinisman, Y. y col. (1978) Am. J. Anat. 153:
537-544) de la misma forma que los seres humanos en envejecimiento. Wisniewski, H.M. y Terry, R.D.
(1973) Progress in Brain Research (ed. Ford, D.M. Elsevier, Amsterdam) 40: 167-186; Hansen, L.A. y
col. (1987) Neurobiol. Aging 8: 1-6. Ademds, la pérdida de neuronas del campo CA1 del hipocampo es
una correlacion constante del envejecimiento entre las especies, y también es prominente en enfermedades
neurodegenerativas humanas tales como la AD. Por estas razones, el estudio de la pérdida de neuronas
en ratas en envejecimiento, por ejemplo, es predictivo de los mecanismos generales del envejecimiento
cerebral y de la pérdida de neuronas asociada en los seres humanos.

Debido a la gran dificultad asociada con la medicién de la pérdida de neuronas cerebrales en los seres
humanos vivos o incluso en materiales de autopsia, que es muy variable y a menudo muestra cambios
masivos debidos al intervalo postmortem previo a la fijacién, muchas invenciones neuroprotectoras se han
basado en sistemas de cultivo de tejidos in vitro de neuronas de embriones de roedores (véase la Patente
de Estados Unidos No. 5.179.109-cultivo de tejido fetal de rata) o de otros mamiferos (Véase, por ejemplo,
la Patente de Estados Unidos No. 5.089.517- cultivo de tejido fetal de ratén), o en modelos de animales
no mamiferos. Estas invenciones se han realizado para la proteccién de neuronas periféricas asi como del
sistema nervioso central en modelos animales o en modelos de cultivo de tejidos de isquemia, apoplejia,
traumatismo, aplastamiento de nervios, AD, PD, etc. El deterioro de las neuronas en estos sistemas
modelo a menudo se demuestra por traumatismo o intervencién experimental (por ejemplo, aplicacién
de toxinas, aplastamiento de nervios, interrupcién del suministro de oxigeno, etc.). Por ejemplo, para
demostrar que ciertos antagonistas del N-metil-D-aspartato (NMDA), un receptor de neurotransmisores
de aminoacidos excitadores, eran utiles como agentes anticonvulsivos y neuroprotectores, los inventores
de la Patente de Estados Unidos No. 4.957.909 emplearon un modelo en el que ratones Swiss-albinos y
neuronas del hipocampo de rata se sometieron a una sobre-estimulacién de receptores de aminodcidos
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excitadores después del tratamiento con los antagonistas de NMDA. Se realizé un estudio similar en el
que se demostré la utilidad de ciertos antagonistas de NMDA como agentes que previenen la neurode-
generacién, mediante el tratamiento de ratones con NMDA después del tratamiento con antagonistas de
NMDA. Patente de Estados Unidos No. 5.168.103. En otro modelo experimental, los inventores, para
demostrar la capacidad de los compuestos de indolactama V de prevenir la destruccién de neuronas neo-
corticales, expusieron cultivos in vitro de neuronas y células de glia fetales de ratén a diversos agonistas
de glutamato, tales como kainato, NMDA y a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpronato (AMPA). Pa-
tente de Estados Unidos No. 5.089.517. Véanse también la Patente de Estados Unidos No. 5.170.109
(tratamiento de cultivos de neuronas de corteza/hipocampo de rata con glutamato antes del tratamiento
con un compuesto neuroprotector); y las Patentes de Estados Unidos Nos. 5.163.196 y 5.196.421 (los
antagonistas de receptores de aminoacidos excitadores neuroprotectores inhiben la unién al receptor de
glicina, kainato y AMPA en ratas).

Sin embargo, el presente modelo animal representa una mejora en el modelo para la neuroproteccién
asociada con la edad porque utiliza un animal intacto, que generalmente se prefiere a los modelos de
cultivo de tejidos, y emplea una cepa de ratas que se desarrollé por el Instituto Nacional de Enveje-
cimiento como modelo principal de envejecimiento en mamiferos. La cepa de ratas particular (ratas
cruzadas Brown Norway/Fischer 344 F1) se seleccioné como tal modelo debido a su modelo normal de
envejecimiento, con pocas indicaciones de patologia anormal. Esta cepa también pierde neuronas en el
campo CA1 del hipocampo con el envejecimiento y presenta pérdida de memoria. Este sistema representa
uno de los modelos animales mas naturales de degeneracién y/o deterioro neuronal, porque refleja una
pérdida gradual de neuronas. Ademads, la pérdida de neuronas no se provoca por ninguna intervencién
experimental ni por ninguna patologia anormal. Su modelo de envejecimiento cerebral también es muy
analogo a los modelos de envejecimiento cerebral de los seres humanos y de otras especies de mamiferos.

El compuesto usado de acuerdo con la presente invencién se administra por medio de una via que
permite que el compuesto realice su funcidn de proteger contra la pérdida de neuronas en un sujeto. Los
ejemplos de las vias de administracion que pueden usarse en este procedimiento incluyen la via paren-
teral (subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intra-arterial, intraperitoneal, intratecal, intracardiaca e
intraesternal), la administracién entérica (es decir, la administracién a través del tracto digestivo), la
administracién mucosa y la administracién percutidnea. Dependiendo de la via de administracién, el
compuesto usado puede recubrirse con o en un material para protegerlo de las condiciones naturales que
pueden afectar perjudicialmente a su capacidad de realizar la funcién para la que estd destinado. Un
procedimiento particularmente conveniente de administracién de un compuesto usado de acuerdo con la
presente invencién, por ejemplo, un compuesto de vitamina D, es la administracién percutdnea.

De acuerdo con la invencién, la administracién del compuesto usado se realiza a dosis y durante pe-
riodos de tiempo eficaces para proteger contra la pérdida de neuronas en un sujeto. Los regimenes de
dosificacion pueden ajustarse para mejorar la respuesta terapéutica al compuesto. Por ejemplo, pueden
administrarse varias dosis divididas a lo largo del dia o la dosis puede reducirse proporcionalmente si asi
lo indican las exigencias de la situacién terapéutica.

Los compuestos usados de acuerdo con la presente invencién protegen contra la pérdida de neuronas
actuando a través del receptor de la vitamina D. Es bien conocido que los receptores de la vitamina D
existen en la periferia, pero también se han encontrado en el cerebro, particularmente en el hipocampo
y en el neocortex. Algunos de estos compuestos pueden prevenir o retrasar la pérdida de neuronas regu-
lando los niveles de calcio y fosfato intraneuronales y/o periféricos. Otros compuestos usados de acuerdo
con la invencién actian a través del receptor de la vitamina D para proteger contra la pérdida de neu-
ronas por medio de mecanismos que no implican la regulacién del calcio o fosfato. Los compuestos que
actian regulando los niveles de calcio y/o fosfato modulan la homeostasis de calcio y/o fosfato periférico
o intraneuronal o restauran los niveles de calcio alterados a los niveles normales, con lo que proporcionan
proteccion contra la pérdida de neuronas.

Una forma en la que un compuesto puede proteger contra la pérdida de neuronas actuando a través
del receptor de la vitamina D es mediante la modulaciéon de la actividad biolégica de un compuesto
de vitamina D. Esto puede conseguirse modulando la cantidad de compuesto de vitamina D que esta
disponible para proteger contra la pérdida de neuronas. Generalmente, el compuesto aumentara la can-
tidad de compuesto de vitamina D que estd disponible para proteger contra la pérdida de neuronas al
aumentar la sintesis o expresion del compuesto de vitamina D. Por ejemplo, se ha descubierto que el
bifosfonato YM175 (metileno-1,1-bifosfonato) estimula la produccién renal de 1,25 dihidroxi-vitamina D
mediante la estimulacién de la actividad 1-hidroxilasa renal en ratas. Nagao, Y. y col (Nov. 1991)
Biochem. Biophys. Res Comm. 180(3): 1127-1178. La 1-hidroxilasa renal es una enzima que hidroliza
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la 25 dihidroxi vitamina D para producir 1,25 dihidroxi vitamina D, o calcitriol, que se considera uno
de los metabolitos més activos de la vitamina D. Se ha demostrado que otro bifosfonato, HPeBP (1-
hidroxipentano-1,1-bifosfonato), induce la estimulacién de la 1,25 dihidroxi-vitamina D. Bonjour, J-P.
y col. (1988) Am. J. Physiol. 254-E260-E264. Los agonistas del receptor de la vitamina D también
contribuyen a la regulacién de la cantidad de compuesto de vitamina D que esta disponible para proteger
contra la pérdida de neuronas.

Otra forma en la que un compuesto usado de acuerdo con la presente invencion puede proteger contra
la pérdida de neuronas mediante la actuaciéon por medio del receptor de la vitamina D es alterando la
capacidad del compuesto de vitamina D de proteger contra la pérdida de neuronas. Tales compuestos in-
cluyen proteinas de unidn, tales como proteinas de unién a la vitamina D. Estas proteinas pueden actuar
aumentando la estabilidad del compuesto de vitamina D. Ademds hay otros compuestos neuroprotectores,
tales como otros esteroides o compuestos relacionados, que no pueden actuar por medio del receptor de la
vitamina D, pero pueden regular, directa o indirectamente, los niveles de calcio y/o fosfato de una forma
similar a la de la vitamina D (por ejemplo, por un proceso post-receptor que modula los niveles de calcio
intraneuronales en una direccién similar a la de la vitamina D). Tales compuestos incluyen, por ejemplo,
antagonistas del receptor de glucocorticoides tales como mifepristona, derivados de mifepristona (véase,
por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No. 4.386.085) y deshidroepiandrosterona (DHEA).

El compuesto usado de acuerdo con la presente invencién es una forma biolégicamente activa de vi-
tamina D, o un precursor, metabolito o andlogo de vitamina D. La vitamina D generalmente se clasifica
como una hormona esteroidea a causa de su relaciéon de tipo hormonal con el metabolismo del calcio y
el fosfato, su via de modificacién molecular para producir metabolitos activos y su mecanismo de accidn,
que es similar a los de otras hormonas esteroideas. La expresién “vitamina D, precursor, metabolito o
analogo de vitamina D” pretende incluir la vitamina D o un andlogo de la misma en cualquier fase de
su metabolismo. Esta expresién también pretende incluir mezclas de diferentes formas metabdlicas de
vitamina D o de un analogo de vitamina D. Los compuestos de vitamina D pueden conservar o restaurar
la homeostasis del calcio por interferencia con mecanismos que producen niveles neurotoxicos de calcio
y/o fosfato. Como alternativa, los compuestos de vitamina D pueden proteger contra la pérdida de neu-
ronas por medio de mecanismos que no implican la regulaciéon de calcio. Generalmente, en la mayoria
de los mamiferos hay dos fuentes de vitamina D. Una fuente es la vitamina D producida en la piel por
la irradiacién ultravioleta (D3 o colecalciferol). Otra fuente es la vitamina D ingerida en la dieta (D2 o
ergocalciferol). La Do y la D3 tienen acciones biolégicas idénticas. Los compuestos de vitamina Dy y D3 in-
cluyen, por ejemplo, dihidrotaquisterols, dihidrotaquisterols, 5,6-trans-colecalciferol, 25-hidroxi-5,6-trans
colecalciferol, la-hidroxi ergocalciferol (1a-OHD3), 25-hidroxi ergocalciferol (25-OHD3), 1c,25-dihidroxi
ergocalciferol (1c,25-(OH)2D3), 1a,25-dihidroxi colecalciferol (1,25-(OH)3D3), 1,24,25-trihidroxi cole-
calciferol (1a,24,25-(OH)3D3), 24,25-dihidroxi colecalciferol (24,25-(OH)2D3), 1a,24-dihidroxi-25-fluoro
colecalciferol (1a-24-(OH)s 25-FD3), 25-hidroxi colecalciferol (25-OHD3) y la-hidroxi colecalciferol (1a-
OHD3).

Los precursores y metabolitos de la vitamina Do y D3 también son biolégicamente activos. Los precur-
sores y metabolitos de la vitamina Do y D3 incluyen, por ejemplo, 1o 25-dihidroxi-B 7-deshidrocolesterol
(1r,25-(OH)2ProDs), 1ar,24,25-trihidroxi-7-deshidrocolesterol (1,24,25-(OH)sProD3), 24,25-dihidroxi-7-
deshidrocolesterol (24,25-(OH)2-ProD3), la-hidroxi-7-deshidrocolesterol (1a-OH-ProD3), 1a,24-dihidro-
xi-25-fluoro-7-deshidrocolesterol (1a,24-(OH)3-25F proDs), 25,26-dihidroxi-7-deshidrocolesterol (25,26-
(OH)2-ProD3), 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol (25-OH proDs), 25-hidroxi ergosterol (25-OH proDa),
la,25-dihidroxi ergosterol (1c,25-(OH)z proDs), la,25-dihidroxi precolecalciferol (1,25-(OH)q preDs),
1,24,25-trihidroxi precolecalciferol (1a,24,25-(OH)s preDs), 24,25-dihidroxi precolecalciferol (24,25-
(OH)2-preD3), la-hidroxi precolecalciferol (1a-OH preDs), la,24-dihidroxi-25-fluoro-precolecalciferol
(1r,24-(OH)2-25F preDs), 25-hidroxi-precolecalciferol (25-OH preDs), la-hidroxi-previtamina Do (la-
OH pr)eDQ), 25-hidroxi-previtamina Dy (25-OH preDs) y la,25-dihidroxi-previtamina Dy (1,25-(OH),
PreD5).

Un metabolito de la vitamina D3 que es particularmente 1til en la presente invencién es el 1,25 dihi-
droxicolecalciferol (1,25(OH)3-D3 o calcitriol). Se cree que el calcitriol es una de las formas mds activas
de la vitamina D3. Actualmente estd disponible en el mercado en forma de cédpsulas (ROCALTROL® ,
Roche Laboratories) o en forma de inyeccién (CALCIJEX® , Abbott Laboratories, Inc.).

El término “biolégicamente activo” pretende incluir una actividad para la vitamina D, precursor,
metabolito o andlogo de vitamina D, que permita realizar la funcién deseada. En la técnica se sabe que
los compuestos de vitamina D presentan grados variables de actividad y se contempla que, de acuerdo
con la presente invencién, puede usarse cualquiera de las formas biolégicamente activas de la vitamina D.
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El compuesto usado de acuerdo con la presente invencién se administra durante un periodo de tiempo
eficaz para proteger contra la pérdida de neuronas en un sujeto. Tipicamente, el periodo de tratamiento
serd prolongado. La expresion “prolongado”, como se usa en este documento, es un periodo de tiempo
de tal duracién que un sujeto tratado con el compuesto, en comparacién con un sujeto no tratado de esta
forma, esté protegido contra la pérdida de neuronas. Generalmente, los cambios del niimero de neuronas
no son evidentes hasta aproximadamente dos semanas de tratamiento. De esta forma, la administracién
“prolongada” del compuesto se refiere a un periodo de administracién mayor de dos semanas, y normal-
mente de aproximadamente un mes, o mayor. Preferiblemente, a administracién se realiza durante un
periodo de tiempo de aproximadamente seis meses a un ano o mayor.

Una cantidad del compuesto usado que es eficaz para proteger contra la pérdida de neuronas en un
sujeto es la cantidad de compuesto suficiente para prevenir, retrasar y/o terminar el deterioro, lesién
y/o muerte de una neurona. La dosis de compuesto usada suficiente para proteger contra la pérdida de
neuronas depende tanto de la actividad especifica del compuesto como de su concentracién. La eleccién
de una dosis apropiada puede determinarse en una base individual y se basara, al menos en parte, consi-
derando la gravedad de los sintomas a tratar y la actividad del compuesto especifico usado. Ademss, las
cantidades eficaces del compuesto usado pueden variar de acuerdo con la edad, sexo y peso del sujeto a
tratar. De esta forma, una cantidad eficaz del compuesto usado puede determinarse por un especialista
habitual en la técnica empleando factores tales como los descritos anteriormente y sin usar procedimientos
distintos de la experimentacion rutinaria.

La invencién se ilustra adicionalmente por los siguientes Ejemplos.
Animales

Las ratas usadas en este experimento fueron ratas macho hibridas cruzadas Brown Norway x Fischer
344 F1 que se obtuvieron del National Center for Toxicology Research (Jefferson, Arkansas). Estas ratas
hibridas cruzadas F1 se mantuvieron en un medio sin gérmenes (sin patégenos especificos) y tienen una
longevidad media, cuando se mantienen en tal medio controlado, de aproximadamente 29-30 meses. Los
animales se mantuvieron, a lo largo de todo el periodo de inyeccién, en barreras de filtros de aire de
flujo laminar en instalaciones animales y se alimentaron ad libitum con una dieta a base de pienso para
roedores y agua. Los animales se pesaron semanalmente para controlar cualquier efecto de los fairmacos
sobre el peso corporal y la salud. Se realizé un estudio del alimento y del agua durante los primeros
meses para controlar el efecto de los fArmacos sobre su consumo de alimento. Todos los animales que
presentaron problemas fisicos de salud se sometieron a necropsias y a andlisis de sangre. Durante la
necropsia, se anotaron el estado de los 6rganos y las patologias.

Los animales se mantuvieron en soportes de animales de seis pies (182,88 cm) y cada grupo de farmaco
tuvo el mismo niimero de animales en cada posicién al inicio del estudio. La colocacién de las ratas para
igualar la cantidad de luz a la que se expusieron fue importante, porque los niveles de vitamina D en
suero pueden verse influenciados por la cantidad de luz que reciben las ratas.

Se seleccionaron cuidadosamente tres grupos, cada uno con entre ocho y trece ratas, distribuidos con
pesos corporales y edades similares, al inicio de cada estudio. En el primer estudio, se sometieron ratas
entre 18 y 19 meses de edad a inyecciones del farmaco durante un periodo de 8 meses. Al final del periodo
de inyeccién, las ratas tenian entre 26 y 27 meses. En el segundo estudio, se sometieron ratas entre 9
y 11 meses de edad a inyecciones del farmaco durante un periodo de 12 meses. Al final del periodo de
inyeccién, las ratas tenian entre 21 y 23 meses.

Farmacos

El calcitriol (CALCIJEX® ), en viales de 2 mg/ml, se obtuvo en Abbott Laboratories, Inc (Abbott
Park, Illinois). Un grupo de ratas recibié inyecciones subcuténeas de calcitriol diariamente en la pro-
porcién de 20 ng/rata/dia durante cinco dias consecutivos por semana. Para las ratas de 18-19 meses
de edad, las inyecciones se continuaron durante un periodo de 8 meses. Para las ratas de 9-11 meses de
edad, las inyecciones se continuaron durante un periodo de 12 meses.

La calcitonina de salmén se obtuvo en Bachem (Torrance, CA) o Calbiochem (San Diego, CA) en
viales de 1 mg. El péptido se mantuvo en forma de alicuotas en condiciones sin luz en un congelador
a -40°C y se diluy6 diariamente para las inyecciones. El diluyente constaba de una solucién filtrada y
esterilizada en autoclave de los siguientes componentes: 20 mg de polisorbato, 45 mg de NaCl, 300 mg de
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acido ascérbico, 228 mg de tampén fosfato dibdsico, 54 mg de tampén monofosfato y 30 mg de EDTA.
Este diluyente se usé para imitar el vehiculo en el que el calcitriol estd disponible en el mercado. Un
segundo grupo de ratas recibi inyecciones subcutdneas a una dosis de 2 IU/rata/dia (5 dias/semana)
de calcitonina. Un grupo de ratas de control recibié inyecciones subcutaneas de una solucién de control
que constaba de los mismos ingredientes en las mismas cantidades que las soluciones de CALCIJEX® |
menos el calcitriol o la calcitonina, en la misma proporciéon. Para las ratas de 18-19 meses de edad, las
inyecciones de calcitonina y de la sustancia de control se continuaron durante un periodo de 8 meses. Para
las ratas de 9-11 meses de edad, las inyecciones de calcitonina y de sustancia de control se continuaron
durante un periodo de 12 meses.

Para asegurar que los farmacos eran biolégicamente activos y para determinar que no se habian pro-
ducido efectos secundarios téxicos por los farmacos, los animales que se usaron para las mediciones de la
densidad de células del hipocampo en el estudio de inyeccién de 8 meses también se sometieron a anélisis
de sangre. (Tabla I) Se extrajo sangre después de la inyeccién de pentobarbital sédico y justo antes de
la perfusién intracardial, usando un vacutainer para recoger las muestras.

Preparacion de los Tejidos

Tras finalizar los periodos de inyeccién de 8 y 12 meses, los animales de los grupos tratados con
calcitriol, tratados con calcitonina y tratados con control se inyectaron con una dosis letal de pentobarbital
sodico. Se dejé que los animales alcanzaran un nivel profundo de anestesia antes de iniciar la perfusién.
Se recogi6 sangre del ventriculo izquierdo justo antes de la perfusion del fijador. La Tabla 1 ilustra los
efectos del calcitriol y la calcitonina sobre los niveles de calcio en la sangre de las ratas de 18-19 meses de
edad al inicio de las inyecciones y después de 8 meses de inyecciones. Como era de esperar, el tratamiento
con calcitriol produjo un nivel de calcio y fésforo en sangre significativamente mayor que el observado en
la sangre de los controles. El tratamiento con calcitonina produjo niveles de calcio en sangre ligeramente,
pero no significativamente superiores a los encontrados en la sangre de los controles. Los datos mostrados
son medias + S.E.M.

TABLA 1
Resumen de sangre para ratas brown norway x f344 después de 8 meses de inyeccion
Control Calcitriol ~ Calcitonina
Peso corporal 5744 529,2 559,7
(p = 0,2171) + 26,9 + 13,11 + 14,93
Sodio 144,6 146,2 146,4
(p = 0,2831) + 1,32 + 0,48 + 0,62
Potasio 5,15 5,46 5,13
(p = 0,5890) + 0,328 + 0,272 + 0,195
Cloruro 100,73 98,42 93,60
(p = 0,5403) + 1,01 + 0,489 + 6,966
CcO2 29,00 29,75 29,66
(p = 0,7400) + 0,735 + 0,657 + 0,744
Urea 19,91 15,92 18,86
(p = 0,3365) + 1,237 + 0,983 + 2,595
Glucosa 168,82 183,75 166,20
(p = 0,4467) + 14,100 + 8,776 + 9,643
Calcio 10,282 11,10** 10,314
(p = 0,0003)** 4+ 0,13772 + 0,13236 + 0,16127
Fosforo 4,336 4,842** 4,100
(p = 0,0065)** + 0,15954 + 0,1727  + 0,1607
Creatinina 0,555 0,4667 0,5933
(p = 0,0963) + 0,0389 4+ 0,02346 + 0,0529
Acido trico 0,6545 0,9833 0,9600
(p = 0,5229) +0,2471 4+ 0,2219  + 0,2077
Colesterol 101,727 90,250 89,733
(p = 0,1464) + 5,0737 4+ 4,814 + 4,516
Proteina 6,100 6,2250 6,0467
(p = 0,6626) +0,1697 40,0814  + 0,1653
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TABLA 1 (Cont.)

Control Calcitriol Calcitonina
Albtimina 2,918 3,0500 2,8733
(p = 0,5839) + 0,1902 4+ 0,302 + 0,127
Bilirrubina Total 0,200 0,208 0,213
(p = 0,9095) + 0,245 + 0,0239 + 0,0199
Alcalino 127,636 99,00 87,333
(p = 0,1386) + 27,47 + 5,5402 £ 6,9324

Transaminasa de 116,091 103,167 110,987
Glut. Oxaloacético + 15,663  + 17,779 + 14,398

(p = 0,8486)

Lactato 277,818 284,00 377,600
Deshidrogenasa + 74,7116 4+ 70,393 + 87,925
(p = 0,5820)

Hierro 171,546 195,083 187,533
(p = 0,766) + 26,899 + 13,266 + 24,778
Magnesio 1,813 1,725 1,7091
(p = 0,4625) 4+ 0,0426 £ 0,0670 + 0,0574
Corticosterona 302,143 280,273 283,364
(p =NS) + 55,019  + 32,364 + 48,163

Posteriormente, los animales se sometieron a perfusién con una solucién de fijador de 2% de glu-
taraldehido-2 % de paraformaldehido a 4°C durante 30 minutos. Después de finalizar la perfusién, se
disecciond el cerebro de cada animal y se puso en el fijador de 2% de glutaraldehido-2 % de paraformal-
dehido durante una noche a 4°C.

Se retiraron por diseccion los l6bulos frontales y los cerebelos, y el hipocampo y la corteza restantes
se cortaron en secciones de 250 um de espesor desde la porcién mas anterior del hipocampo. Las sec-
ciones resultantes se recogieron en serie en tampdn de cacodilato sédico. Para la comparacién entre los
tres grupos de animales se usaron las secciones que estaban a 2250 pm en el primer experimento y las
secciones que estaban a 1750 pym en el segundo experimento.

Microscopia optica

Las secciones de 250 pum de espesor se procesaron como se indica mediante la técnica de inclusién
convencional para microscopia electrénica o para la preparacion de secciones “semifinas” usadas en mi-
croscopia 6ptica. Peters, A. y Palay, S.L., The Fine Structure of the Nervous System (Harper & Row,
New York, 1970); Landfield, P.W. y col., (1981). Neurobiol Aging 2:265-275. Los bloques se infiltraron
con Epon 812 de Ted Pella (Redding, CA).

Después de la inclusion, se cortaron secciones semifinas de 1 um de espesor que contenian al menos
varios cientos de pm de la capa de neuronas CA1, de la cara de la seccién de 250 pm de espesor. (Véanse
las Figuras 1A, 1B y 1C). Los primeros cinco pocillos de un portaobjetos de vidrio se rellenaron con sec-
ciones semifinas adyacentes y después se desecharon los siguientes 50 um del bloque de seccién. Después
se cortaron en serie cinco secciones semifinas adicionales y se incluyeron en otros cinco pocillos. Al de-
sechar los 50 um, se permitia el muestreo de una mayor regién del hipocampo. Después, las secciones
semifinas se tifieron con azul de Toluidina y se cubrieron con cubreobjetos para el analisis.

Para cada animal, se fotografiaron tres pares de secciones adyacentes. Se contaron las células que
tenian la “parte superior” del inicio de una neurona en una fotografia pero no en la otra seccién ad-
yacente del par para cada animal. Este es un nuevo método estereoldgico que proporciona un indice
fiable del niimero de neuronas en una seccién, no sometido a las desviaciones debidas a la forma o al
tamafo de las neuronas. Pakkenberg, B. y Gundersen, H.J.G. (1989) APMIS 97:677-681; West, M.
y Gunderson, H. (1990) J. Comp. Neurol. 296:1-22. La longitud de la capa celular de cada seccién
se midi6é usando un sistema de formacién de imagenes calibrado (Sigma Scan) y se obtuvo el nimero
medio de neuronas CA1/100 um de la longitud de la capa de células CAl. Las figuras 2A y 2B muestran
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fotografias que ilustran las neuronas CA1 en el hipocampo de ratas con edades comprendidas entre los 26
y los 27 meses, después de haber recibido inyecciones de una sustancia de control (Figura 2A) o calcitriol
(Figura 2B) durante un periodo de 8 meses. Después del periodo de inyeccidn, el tejido del hipocampo
se incluy6 en bloques, se seccioné (1 pum) y se tifié con azul de Toluidina. Después del tratamiento con
calcitriol (Figura 2B), en la seccién del hipocampo aparece una mayor densidad de neuronas. Después
del tratamiento con la sustancia de control (Figura 2A), se observan huecos y regiones vacias en las que
han muerto las neuronas del hipocampo.

Los numeros medios de neuronas CA1/100 pm de la longitud de la capa de células CA1l para los
grupos de calcitriol, de calcitonina y de control de los dos experimentos se muestran en las Figuras 3A
y 3B. Las Figuras 3A y 3B muestran gréficos de barras que ilustran el ntimero de neuronas CA1/100
pm de la longitud de la capa de células CA1 en secciones del hipocampo de ratas tratadas con calcitriol,
tratadas con calcitonina y tratadas con la sustancia de control, después de 8 y 12 meses de inyeccion. Se
usaron ratas de dos grupos de edad diferentes, siendo el grupo tratado durante 8 meses sustancialmente
mayor (18-19 meses) que el grupo tratado durante 1 afio (9-11 meses) al inicio del estudio. La pérdida
de neuronas en las ratas que se trataron con calcitriol se previno, inhibié y/o retrasé en comparacién con
las ratas tratadas con la inyeccién de control. El niimero medio de neuronas CA1/100 pm de la longitud
de la capa de células CAl en las secciones del hipocampo del grupo tratado con calcitriol durante 12
meses (Figura 3A) fue de aproximadamente 1,65, mientras que el nimero medio de neuronas CA1/100
pm en el grupo de control fue de aproximadamente 1,4. El grupo de ratas tratadas con calcitonina tuvo
el menor nimero medio de neuronas CA1/100 pum, con aproximadamente 1,3 neuronas CA1/100 pm.

El ndmero medio de neuronas CA1/100 pm de la longitud de la capa de células CA1 en las secciones
del hipocampo del grupo tratado con calcitriol durante 8 meses (Figura 3B) fue de aproximadamente 1,4,
mientras que el niimero medio de neuronas CA1/100 pm en el grupo de control fue de aproximadamente
1,2. El grupo de ratas tratadas con calcitonina tuvo el menor nimero medio de neuronas CA1/100 pm,
con aproximadamente 1,1 neuronas CA1/100 um. Estos resultados demuestran claramente que el trata-
miento prolongado con calcitriol previene y/o retrasa la pérdida de neuronas en ratas en envejecimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto que es una forma biolégicamente activa de la vitamina D, o un precursor,
metabolito o andlogo de la vitamina D, que actia a través del receptor de la vitamina D, para la fabri-
cacién de un medicamento para aplicacion terapéutica en la proteccién contra la pérdida de neuronas en
un sujeto.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto regula los niveles intraneuronales
y/o periféricos de calcio y/o fosfato.

3. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2, en el que el precursor, metaboli-
to o analogo de vitamina D se selecciona entre dihidrotaquisterols, dihidrotaquisterols, 5,6-trans-cole-
calciferol, 25-hidroxi-5,6-trans-colecalciferol, 1a-hidroxi ergocalciferol, 25-hidroxi ergocalciferol, 1ca,25-
dihidroxi ergocalciferol, 1c,25-dihidroxi colecalciferol, 1a,24,25-trihidroxi colecalciferol, 24,25-dihidroxi
colecalciferol, 1la,24-dihidroxi-25-fluoro colecalciferol, 25-hidroxi colecalciferol, la-hidroxi colecalcife-
rol, la 25-dihidroxi-B 7-deshidrocolesterol, 1la,24,25-trihidroxi-7-deshidrocolesterol, 24,25-dihidroxi-7-
deshidrocolesterol, 1a-hidroxi-7-deshidrocolesterol, 1a,24-dihidroxi-25-fluoro-7-deshidrocolesterol, 25,26-
dihidroxi-7-deshidrocolesterol, 25-hidroxi-7-deshidrocolesterol, 25-hidroxi ergosterol, 1a,25-dihidroxi er-
gosterol, 1a,25-dihidroxi precolecalciferol, 1«,24,25-trihidroxi precolecalciferol, 24,25-dihidroxi precole-
calciferol, 1a-hidroxi precolecalciferol, 1a,24-dihidroxi-25-fluoro-precolecalciferol, 25-hidroxi-precolecalci-
ferol, la-hidroxi-previtamina Do, 25-hidroxi-previtamina Do y 1a,25-dihidroxi-previtamina Ds.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el metabolito de vitamina D es calcitriol.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el periodo de administracién
es de dos semanas a seis meses.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la pérdida de neuronas esté
relacionada con la edad y/o con una enfermedad.

7. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el sujeto padece una enferme-
dad seleccionada entre la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick, la enfermedad de Parkinson,
una enfermedad vascular, Pérdida de Memoria Asociada con la Edad y la enfermedad de Huntington.

8. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el compuesto se administra
al sujeto por via parenteral o entérica.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE)
y a la Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la
aplicacién del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a
Espafia y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirdn ningin efecto en Espainia en
la medida en que confieran proteccién a productos quimicos y farmacéuticos como
tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada
reserva.
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