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DESCRIPCION
Compaosiciones para uso en cirugia

La presente invencién se refiere a compuestos y composiciones que poseen el efecto de modular la actividad del
sistema nervioso central de los mamiferos, tal como efecto benéfico en procesos operatorios quirdrgicos en que
puede desearse estabilizar al paciente.

Es bien sabido que los procesos operatorios quirdrgicos producen estrés en los pacientes de todos los grupos de
edades, y especialmente en el grupo de los jévenes y el de los mayores (véanse, p.ej. las publicaciones de
Burkhardt et al., 1997); Ornaque et al., y 2000; Pace et al., 2004) y que se emplea generalmente premedicacion
antes de la cirugia para reducir la incidencia de ansiedad, tensiones musculares e insomnio en tales pacientes
(véanse, p.ej. las publicaciones de Tolksdorf et al., 1987;Drautz et al., 1991 Ornaque et al., 2000; Frank et al, 2002).
Los farmacos empleados como agentes de premedicacion incluyen las benzodiazepinas (por sus propiedades
ansioliticas, sedantes y relajantes musculares), agonistas de receptores az-adrenérgicos (por su efecto sedante,
analgésico, antiemético y limitadamente anestésico) y terapia de combinaciones de opiaceos/tranquilizantes
(asimismo por sus efectos sedantes, analgésicos, antieméticos y limitadamente anestésicos).

Ademas, estos agentes tienen valor terapéutico en el posoperatorio, situacion en la que se emplean,
predominantemente, para inducir sedacién (con frecuencia en situaciones criticas de cuidados) y para reducir las
complicaciones posteriores a la cirugia y el dolor (véanse, p.ej. las publicaciones de Martin et al. 2003; Moore et al.,
1983; Galasko et al., 1985; Reithmuller-Winzen, 1987; Kulka et al., 1996; Oliver et al., 1999; Frank et al., 1999,
2002; Kuchta y Golembiewski et al., 2004). Sin embargo el tratamiento con varios preparados farmacéuticos puede
conducir a interacciones desfavorables entre farmacos en esos pacientes, particularmente en la poblacién geriatrica,
que pueden dar por resultado complicaciones graves e incluso la muerte. Por tanto, existe la oportunidad en todos
los tipos de cirugias, es decir en los procesos quirlrgicos llevados acabo bajo anestesia general o local, del uso de
una intervencion periquirirgica, que pueda proporcionar “estabilizacién” del paciente, es decir, que pueda producir
sedacion, ansiolisis, limitacion anestésica y/o analgesia, sin la posibilidad potencial de interacciones de farmaco con
farmaco.. En esta invencién, los presentes inventores han demostrado que la cetogénesis proporciona,
inesperadamente, una intervencion terapéutica tal.

Es sabido que ciertos estados neurodegenerativos, tanto agudos como crénicos, de los mamiferos, p.ej. el hombre,
pueden ser tratados induciendo cetosis. Tal cetosis puede producirse mediante restriccion de la dieta, p.ej. por
inanicion o exclusion de carbohidratos, o por administracion de materiales cetogénicos, tales como triglicéridos,
acidos grasos libres, alcoholes (p.ej. 1,3-butanodiol), acetoacetato y (R)-3-hidroxibutirato y sus conjugados, unos con
otros, y compuestos adicionales, p.ej. ésteres y polimeros de estos compuestos. Por tanto, los materiales
cetogénicos producen una cetosis fisioldgicamente aceptable cuando se administran a un paciente.

Otras indicaciones terapéuticas para la aplicacién de cetosis incluyen epilepsia, diabetes, distrofias y patologias
mitocondriales. En el caso de las epilepsias se ha venido empleando durante muchos afios con algin éxito, una
dieta cetogénica para el tratamiento de crisis convulsivas intratables, aunque el mecanismo por el cual se consigue
la supresion de las convulsiones permanece incierto.

La solicitud de patente en tramitacién con la presente, documento WO 2005/107.875, describe como pueden
utilizarse materiales cetogénicos para proporcionar tratamiento de la depresion, funcion cognitiva dafiada, dolor,
condiciones apoptoéticas, trastorno de déficit de atencién, (ADHD) y sintomas afines de patologias del CNS de una o
mas de aprendizaje perjudicado, resolucién deteriorada de problemas, impulsividad y agresion.

Los presente inventores han analizado el modo de accién de materiales cetogénicos en dafio del CNS y han
estudiado, en particular, la actividad eléctrica total del cerebro de mamiferos con objeto de poder comprender mas
completamente su efecto global sobre el funcionamiento del cerebro.

Sorprendentemente, han descubierto ahora que por cetosis son inducidos en el hombre, completamente sin
anticipar, cambios en la actividad eléctrica del cerebro, de tal modo que es evidente que la cetosis posee un efecto
benéfico en todos los tipos de cirugia en que es necesario o deseable estabilizar al paciente para permitir que los
otros aspectos del proceso quirlirgico procedan con seguridad. En el contexto de la presente invencion, “estabilizar”
es proporcionar particularmente, sedacion y/o limitacion anestésica, preferiblemente con ansiolisis y/o analgesia.

El andlisis de potenciales de campo del cerebro (“Tele-Stereo-EEG”) ha puesto de manifiesto que constituye una
herramienta muy sensible para la caracterizacion de efectos de farmacos sobre el sistema nervioso central (Dimpfel
et al., 1986). Después de la administracion de un farmaco activo sobre el sistema nervioso central, los cambios
cuantitativos de los potenciales de campo del cerebro pueden considerarse como una huella dactilar caracteristica
de tal farmaco particular. Se han obtenido las “huellas dactilares” de mas de 100 compuestos, que se incluyen en 8
categorias de farmacos, p.ej. analgésicos, antidepresivos, neurolépticos, estimulantes, tranquilizantes, sedantes y
narcoticos (particularmente anestésicos generales). Diferentes dosis del mismo farmaco ocasionan cambios
cuantitativos en el potencial eléctrico.
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Esta metodologia, por consiguiente, puede demostrar, asimismo, posibles relaciones entre las dosis y las
respuestas, Una comparacion directa con farmacos especificos de referencia, 0 mediante analisis discriminante
con respecto a una base de datos amplia de huellas dactilares, permite la deteccién de cualesquiera posible
semejanzas con farmacos establecidos. En general, las “huellas dactilares” ponen de manifiesto diferencias
sobresalientes para farmacos prescritos para diferentes indicaciones, y similares para farmacos con una indicacion
similar (Dimpfel, 2003). Ademas , el tipo de cambios de EEG de la rata, es una herramienta util para predecir
posibles cambios en el espectro del potencial de EEG en los seres humanos.

Aplicando esta técnica a la cetosis, particularmente la inducida por administracion directa de la sal sodica de (R)-3-
hidroxibutirato, los presentes inventores han podido poner de manifiesto cambios claros en los espectros del
potencial de EEG de seres humanos, que son consecuentes con efectos clinicos benéficos, es decir, la provision de
sedacion, ansiolisis y/o analgesia, Estos son efectos totales cerebrales coincidentes con efectos benéficos
adecuados para aplicar a pacientes sometidos a todo tipo de cirugias, en particular cirugia mayor.

Los presente inventores han estudiado ahora el efecto de la cetosis, en el caso, puesto de ejemplo, de haber sido
inducida por administracion de la sal sédica de (R)-3-hidroxibutirato (a la que se alude en esta memoria como KTX
0101) en forma de una infusion intravenosa Unica, de dosis y duracién crecientes, a 3 grupos (Partes A, By C) con 3
conjuntos de 3 sujetos cada uno en la Parte Ay 1 conjunto en cada una de las Partes B (n=3) y C (n=8). Las Partes
Ay B eran un disefio parcial de entrecruzamiento y la Parte C era un disefio de entrecruzamiento. Para apreciar los
detalles véase el protocolo.

Se registré un EEG de 17 electrodos antes de administrar las dosis (pre-dosis) y a 6, 12 y 24 horas durante la
infusion, y a 1 y 24 horas después del final de la administracién del farmaco. Los registros se realizaron bajo dos
condiciones fisioldgicas, a saber, con ojos abiertos y con ojos cerrados 5 minutos, respectivamente, Se administrd
KTX 0101 por via intravenosa a la dosis de 300 mg/kg a lo largo de 24 horas a 1 conjunto (n=8) en un disefio de
entrecruzamiento al doble ciego, controlado con placebo (Parte C del estudio).

El analisis de los resultados registrados revelé que se habian encontrado desviaciones consecuentes de los valores
anteriores a la administracion del farmaco, durante y después de la infusién, que podian atribuirse a la aplicacion del
farmaco. Mientras que el potencial delta y el potencial theta (estaba comprometido el promedio de 15 posiciones de
los electrodos debidos a la recogida de resultados de dos electrodos, es decir, Fz y Pz) disminuian en las
condiciones del placebo (tensiébn medioambiental debida a la infusiéon de un farmaco desconocido), este efecto no se
observaba en las condiciones del farmaco activo. Por el contrario, se observaron aumentos del potencial eléctrico,
especialmente con respecto al potencial de las ondas theta, alfa y beta. Utilizando un ensayo estadistico no
paramétrico para comparar los cambios dependientes del tiempo entre el placebo y el farmaco activo, se apreciaron
algunas diferencias en el tiempo de registro de 6, 12 y 24 horas después del comienzo de la infusion de KTX 0101
con respecto a las frecuencias de theta, alfal,2 y betal,2. Cambios aumentados de potencial de las frecuencias de
delta, theta, alfal,2 y betal, algunos sumamente importantes desde el punto de vista estadistico, se observaron
también 1 hora y 24 horas después de terminar la infusion de KTX 0101.

Dado que el potencial eléctrico de las frecuencias de las ondas theta y beta aumenta durante el enfriamiento de los
pacientes (véase la publicacion de Kocha, 1995), estos cambios pueden interpretarse como indicativos de una
accion citoprotectora de KTX 0101 en estos sujetos ya que la hipotermia ejerce acciones citoprotectoras potentes
(Wagner y Zuccarello, 2005; Lasater, 2005; Citerio et al., 2004). Aumentos de potencial de grados variables con
respecto a la amplitud de las ondas beta, han sido observados en la rata después de la administracion de
analgésicos sedantes, que incluyen fenobarbital (sedante analgésico, ansiolitico, relajante muscular, de la clase de
los barbituratos), diazepam (sedante, ansiolitico, amnésico, relajante muscular del tipo de las benzodiazepinas)),
buprenorfina y morfina (analgésicos opiaceos, narcéticos) y flupertina analgésico no opiaceo) ( véase la publicacion
de Dimpfel et al., 1986). Estas clases de farmacos se usan todas como premedicaciones en cirugia y como agentes
para tratar el dolor posoperatorio, asi como también otras complicaciones (véanse las publicaciones de Tolksdorf et
al., 1987; Drautz et al., 1991; Burkdardt et al., 1997; Frank et al., 1999, 2002; Ornaque et al., 2000). Se ha indicado
también que tienen lugar aumentos combinados del potencial de theta, alfal,2 y betal,2 en la rata después de la
administracion de agonistas noradrenérgicos de receptores az-adrenérgicos, p.ej. metedomidina, guanfacina,
clonidina, maxonidina y (-)lofexidina, (véase la publicacion de Dimpfel y Schober, 2001). Esta clase de farmacos ha
sido empleada largo tiempo en situaciones prequirlrgicas por su efecto sedante, analgésico, antiemético y de
limitacion anestésica, y en situaciones posteriores a la cirugia para prolongar la analgesia inducida por anestesia y
reducir el estremecimiento posoperatorio (véanse las publicaciones de Kulka et al., 1996; Oliver et al., 1999; EI-
Kerdawy et al., 2000; Frank et al., 2002; Akbas et al., 2005). Finalmente, se ha indicado que ocurren aumentos
combinados del potencial de alfal.2 y betal,2 en la rata después de la administracion de anestésicos generales,
p.ej. halotano, desflurano, enflurano e isoflurotano (anestésicos gaseosos halogenados) y propofol (anestésico
esteroideo inyectable) (véase la publicacion de Dimpfel, 2003). En conjunto, estos cambios observados en, los
espectros de potencial de EEG provocados por infusion de KTX 0101, que estan presentes no solo durante el
periodo de infusién sino también durante muchas horas después, indican que KTX 0101 posee la capacidad
inesperada de proporcionar “estabilizacion” a pacientes en el periodo peri-quirirgico, en virtud de su accion sedante,
ansiolitica, limitante anestésica y/o analgésica. EI compuesto KTX 0101 no es una intervencién farmacoldgica
debido a que produce sus efectos benéficos proporcionando un sustrato clave de fosforilacién fisioldgica,
mitocondrial oxidativa, y, por consiguiente, no puede dar lugar a efectos secundarios o0 acontecimientos adversos

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2446 107 T3

grabes que surgen de las interacciones de farmaco con farmaco, y que pueden presentarse con agentes
convencionales, p.ej. barbituratos, benzodiazepinas, opiaceos o agonistas de receptores az-adrenérgicos (véase la
publicacion de Kuchts y Goliembiewski, 2004).

Se describe en la presente memoria un método de tratamiento de un sujeto necesitado de medicaciéon, como un
auxiliar de la cirugia electiva, que comprende la administracién de un material cetogénico suficiente para producir en
el paciente una cetosis fisiolégicamente aceptable. Este método lleva la aplicacién de cetosis en el campo de la
cirugia electiva en ausencia de trauma preexistente, p.ej de la cabeza o el tronco y, también. en cirugia general
(tanto urgente como no urgente). Ademas,. se considera que esta cirugia pudiera incluir, sorprendentemente, la
extirpacidon de tumores, la eliminacion de érganos superfluos tales como nédulos linfaticos y apéndice, cirugia a
corazon abierto, cirugia cosmeética, cirugia de articulaciones y huesos, y trasplante de érganos, etc.

Preferiblemente, la cetosis es tal que los cuerpos cetdnicos existentes en la sangre de los pacientes son suficientes
para elevar el potencial eléctrico de una o mas de las frecuencias de las ondas theta, alfal y betal, en los EEG de
los pacientes , en comparacion con niveles testigo.

La cetosis producida es, preferiblemente, un estado en el que estan elevados en la sangre del paciente los niveles
de una o ambas de las concentraciones de acetoacetato y (R)-3-hidroxibutirato. Preferiblemente, la concentracién
total de estos “cuerpos cetonicos” en la sangre esta elevada por encima de los niveles normales a entre 0,1 y 30
mM, mas preferiblemente a entre 0,3 y 15 mM, todavia mas preferiblemente a entre 0,5 y 10 mM y lo mas
preferiblemente, a entre 3 y 8 mM. Para la finalidad de hacer maximos los niveles de tales compuestos en el CNS,
es deseable saturar el transportador a través del cual el (R).3-hidroxibutirato atraviesa la barrera de la sangre
cerebral. Esto ocurre entre 3y 5 mM.

El material cetogénico segun la invencion es (R)-3-hidroxibutirato, sus sales, oligémeros de (R)-3-hidroxibutirato y
ésteres de (R)-3-hidroxibutirato con glicerina o (R)-1,3-butanodiol.

Se conocen materiales cetogénicos segun las referencias que siguen, expuestas en la Tabla 1 que figura mas
adelante. Las dosis y los formatos son como se describe en los documentos identificados en la Tabla. Tipicamente,
la cantidad de material cetogénico que se requiere puede determinarse midiendo directamente los niveles en sangre
utilizando un medidor tal como el Medisense Precision Extra (Medisenselnc, 4A Crosby Drive Bedford, MA 01730);
BioScanner 2000 (denominado antiguamente MTM BioScanner 1000) de Polymer Technology Systems Inc.
Indianapolis, Indiana. De este modo puede determinarse la cuantia de la cetosis que deriva de una dosis
establecida, y repetirse tal dosis para ajustarla al individuo.

Los intervalos tipicos de las dosis, pueden ser. por ejemplo, de 5 a 5000 mg/kg de peso, en particular para un
material que contenga (R)-3-hidroxibutirato tal como (R)-3-hidroxibutirato oligomérico o sus ésteres con, p.€j.
glicerina o (R)-1,3-butanodiol, méas preferiblemente 30 a 2000 mg/kg de peso, y lo mas preferiblemente, 50 a1000
mg/kg de peso, por dia. Los niveles regulares en sangre se alcanzan mas facilmente mediante una dosificacion que
emplee una conduccion parenteral a través de un catéter y alimentado por goteo o mediante una inyeccién Unica de
un bolus por medio de un conducto de suero salino.

Para una inyeccién parenteral se suministra una disolucion que contiene 1 a 5.000 mg/kg por dia, estando el
material cetogénico, tipicamente, p.ej. (R)-3-hidroxibutirato, en solucién acuosa, tal como en agua o en suero salino.
Tal solucion para la inyeccion de un bolus puede tener una concentracion de 5 a 500 mM, preferiblemente, 28 a 300
mM, para inyeccion, o una concentracion mas alta como un concentrado para diluir en un goteo. Cuando el material
cetogénico no es soluble en agua puede administrarse en forma de una emulsién inyectable tal como se conoce por
los expertos en la técnica.

El uso del material cetogénico reivindicado, es para la fabricacién de un medicamento para administrar en cirugia,
tanto como premedicacién que como durante el curso de la cirugia. Tal cirugia es, ventajosamente, la que o bien es
cirugia electiva o bien es cirugia general (tanto urgente como no urgente), en oposicion a la requerida para un
trauma preexistente segun ya se ensefia como tratable en la técnica anterior

La composicion farmacéutica segun las reivindicaciones es para uso en cirugia, siendo particularmente la cirugia la
gue es o bien cirugia electiva o bien cirugia general (tanto urgente como no urgente), mas bien que la asociada con
trauma de cabeza o tronco. Por tanto se contempla la cirugia realizada para extirpar un tumor, o una seccién del
tracto intestinal o de un tejido.

Tabla 1
Material Tipo Referencia
(R)-3-hidroxibutirato sédico Sal US 4.579.955

US 4.771.074
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Material Tipo Referencia
(R)-1,3-butanodiol Precursor metabdlico Gueldry et al., (1994). Metabolic
Brain Disease, Vol. 9, No. 2

Acetoacetilbutanodiol Precursor metabdlico US 4.997.976

US 5.126.373

BHB dimero y trimero Precursor metabdlico JP 5.009.185

JP 2.885.261

Acetoacetiltri-3HB Precursor metabdlico US 6.207.856

Triglicérido de cadena media Precursor metabdlico WO 01/82928

Triodlido Precursor metabdiico WO 00/15216

WO 00/04895

BHB-triglicérido Precursor metabdlico US 5.420.335

US 6.306.828

Multimeros de BHB Precursor metabdlico WO 00/04895

BHB indica -hidroxibutirato
La presente invencién sera descrita ahora por medio de los siguientes Ejemplos y Figuras.
Figuras

Figura 1: Documentacion de cambios en posiciones aisladas de los electrodos, en tanto por ciento de los valores
obtenidos antes de la administracién de la dosis (pre-dosis) para cada uno de los tiempos de registro: 6, 12 y 24
horas durante la infusién de KTX 0101 (300 mg/kg, iv, infusion durante 24 horas) y 1 hora y 24 después de la
infusién (pi). Los graficos de barras representan las amplitudes de las frecuencias de delta (12 columna izquierda),
theta (22 izquierda), alfal (32 izquierda), alfa2 (42 izquierda), betal (52 izquierda) y beta2 (columna derecha). Las
posiciones corticales de los electrodos estan marcadas como C para central, F para frontal, T para temporal, P para
parietal y O para occipital. Los nimeros pares se refieren al hemisferio derecho y los nimeros impares al hemisferio
izquierdo. Los resultados de las posiciones de los electrodos @Fz y @Pz (cruzadas en la Figura) no se han incluido
debido a resultados inciertos obtenidos de ellos. Los resultados se indican para la condicion “ojos abiertos”.

Figura 2: Documentacion de cambios en posiciones aisladas de los electrodos, en tanto por ciento de los valores
obtenidos antes de la administracién de la dosis (pre-dosis) para cada uno de los tiempos de registro: 6, 12y 24
horas durante la infusién de KTX 0101 (300 mg/kg, iv, infusién durante 24 horas) y 1 hora y 24 después de la
infusién (pi). Los graficos de barras representan las amplitudes de las frecuencias de delta (12 izquierda), theta (22
izquierda), alfal (32 izquierda), alfa2 (42 izquierda), betal (5% izquierda) y beta2 (columna derecha). Las posiciones
de los electrodos estan marcadas como C para central, F para frontal, T para temporal, P para parietal y O para
occipital. Los nimeros pares se refieren al hemisferio derecho y los nimeros impares afi hemisferio izquierdo. Los
resultados de las posiciones de los electrodos ¢Fz y @Pz (cruzadas en la Figura) no se han incluido debido a
resultados inciertos obtenidos de ellos. Los resultados se indican para la condicién “ojos cerrados”.

Figura 3: Curso de tiempo de periodos de registro durante la administracion de placebo. El periodo de infusién del
placebo fue 24 horas. Se hicieron registros pre-dosis, 6, 12 y 24 horas durante la infusiéon y 1 y 24 horas después de
la infusion (pi). Los periodos de registro consistian en 5 minutos “ojos abiertos” (Eo) seguido de 5 minutos “ojos
cerrados” (Ec) para cada punto de tiempo. Se expone la media global del potencial.

Figura 4: Curso de tiempo de periodos de registro durante la administracion del farmaco. El periodo de infusiéon fue
24 horas. Se hicieron registros pre-dosis, 6, 12 y 24 horas durante la infusion y 1 y 24 horas después de la infusién
(pi). Los periodos de registro consistian en 5 minutos “ojos abiertos” (Eo) seguido de 5 minutos “ojos cerrados” (Ec)
para cada punto de tiempo. Se expone la media global del potencial

Figura 5: Documentacion de cambios del potencial eléctrico en periodos de registro durante y después de infusion
del placebo y de KTX 0101 (300 mg/kg, iv, durante 24 horas) para la condiciéon de “ojos abiertos”. Los valores de
pre-dosis se fijaron en el 100% (representado por linea de puntos). Los efectos del placebo se exponen mediante
las barras del histograma claras y los del KTX 0101 (300 mg/kg, iv, infusién durante 24 horas [indicado como
Verum]) se exponen mediante las barras sombreadas. Cada una de las amplitudes de las frecuencias se muestra
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por separado desde delta, a través de theta, alfal, alfa2, betal y beta2. Para la definicion de amplitudes de
frecuencias véanse Métodos (mas adelante).

Figura 6: Documentacion de cambios del potencial eléctrico en periodos de registro durante y después de infusion
del placebo y de KTX 0101 (300 mg/kg, iv, durante 24 horas) para la condicion de “ojos cerrados”. Los valores de
pre-dosis fueron fijados en 100% (representado por la linea de puntos). Los efectos del placebo se exponen
mediante las barras del histograma claras y los del KTX 0101 (300 mg/kg, iv, infusién durante 24 horas [indicado
como Verum]) se exponen por las barras sombreadas. Cada una de las amplitudes de las frecuencias se muestra
por separado desde delta, a través de theta, alfal, alfa2, betal y beta2. Para la definicion de amplitudes de
frecuencias véanse Métodos (a continuacion).

Métodos

Dado que puede tenerse acceso con la maxima facilidad a los cambios funcionales de la actividad del cerebro
registrando la actividad eléctrica del cuero cabelludo, se empleé tecnologia de EEG avanzada (CATEEM®) para
caracterizar los efectos de KTX 0101 sobre el cerebro.

Monitorizacién de la actividad cerebral mediante EEG cuantitativo

La monitorizacién de la actividad eléctrica del cerebro humano ha constituido un motivo de enfrentamiento principal
desde el primer informe sobre la posibilidad de su medida por el investigador aleméan, Hans Berger en 1929 (Berger,
1929). Tan pronto como 1932. este investigador, junto con Dietsch, sugirié el uso del enfoque matematico del
analisis de frecuencias con objeto de describir cuantitativamente el contenido de la informaciéon de las sefiales
registradas (Dietsch y Berger, 1932). Esta idea tuvo que esperar hasta que se encontraron disponibles las modernas
tecnologias de ordenador, desde los afios 1960 (Fink et al., 1967) para llevar a cabo los calculos necesarios dentro
de un periodo de tiempo razonable. Desde entonces, una cantidad de bibliografia en constante crecimiento, describe
cambios de la actividad eléctrica del cerebro en respuesta a estados de enfermedad, administracién de farmacos y
estados de comportamientos (Saletu y Griinberger, 1988, ltil et al., 1991, Itil y Itil, 1995). Reflexion de trabajo mental
sobre el EEG topografico se llevo a cabo después de esto (Schober et al., 1995)

Disefio del estudio

El estudio se disefid para que cumpliera diversos objetivos. Los objetivos principales fueron los de obtener datos de
seguridad y farmacocinéticos que se indicaran por separado. Los otros objetivos fueron obtener informacién
preliminar sobre cambios posibles de la actividad eléctrica del cerebro humano, ya que tal actividad es un marcador
muy sensible de posibles acciones del farmaco sobre el cerebro.

Dosis Unicas, crecientes, de KTX 0101 o de placebo fueron administradas a grupos de voluntarios masculinos sanos
segun un plan de aumento previamente especificado (véase el informe principal). Se administraron dosis crecientes
de modo escalonado procediendo a cada una de las dosis mas altas solamente si el farmaco era bien tolerado y no
habia necesidad de cumplir los criterios de interrupcién de la administracion de las dosis. Los dos Ultimos conjuntos
obtuvieron las dosis maximas de 300 mg/kg y estaban constituidos por voluntarios suficientes para justificar una
evaluacion preliminar de los resultados de EEG registrados, con objeto de obtener informacion sobre los efectos
farmacodinamicos del farmaco potencial. Después de registrar los valores de pre-dosis se inici6 la infusién y se
continud durante 24 horas. Se realizaron registros de EEG durante la infusién (6, 12 y 24 horas) y 1 y 24 horas
después del fin de la infusién. Cada uno de los periodos de registro se llevo a cabo con 5 minutos con ojos abiertos
y 5 minutos con ojos cerrados.

Metodologia
Analisis de EEG

El EEG se registré bipolarmente partiendo de 17 electrodos de superficies, segun el sistema internacional 10/20, con
Cz como electrodo fisico de referencia (electroencefalometria topografica asistida por ordenador: CATEEM®
procedente de MediSyst GmbH, 35440 Linden, Alemania), usando un electrocap. Las sefiales primarias fueron
amplificadas, digitalizadas (2048 Hz/12 bites) y transmitidas al ordenador mediante dispositivos de fibra optica. El
rechazo automatico de artefactos del sistema CATEEM®, que elimina las alteraciones ocasionadas en el EEG por
parpadeo, deglucidn, respiracion, etc. durante la realizacion del registro, se regulé automaticamente y se ajusto
individualmente por el técnico investigador. ECG y EOG se registraron en un canal cada uno de ellos, con objeto de
facilitar la deteccién de las sefiales que se superponian a las del EEG. El rechazo de artefactos establecido se
observo durante aproximadamente 5 minutos antes del comienzo de la realizacién del registro para asegurar que
todos los artefactos habian sido eliminados correctamente de la evaluacién posterior. Con fines de seguridad, los
datos de los resultados primarios originales se salvaron en un disco 6ptico con objeto de permitir la reevaluacion del
modo de rechazo de los artefactos si eso fuera necesario. En estos casos, la sesion experimental se volvié a
examinar “off line” con un modo de rechazo adaptado de nuevo. El nimero de resultados rechazados se determiné
automaticamente y se dio en tanto por ciento del tiempo total de registro. No obstante, el registro entero y el rechazo
automatico de artefactos mediante ordenador, fueron supervisados continuamente y ajustados por un técnico
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entrenado. (Schober y Dimpfel, 1992). Los datos de los resultados obtenidos fueron registrados en dos condiciones
fisiolégicas durante un periodo de 5 minutos cada uno (0jos abiertos y ojos cerrados).

Empleando la interpolacion de Lagrange, se calcularon las sefiales procedentes de 82 electrodos virtuales
adicionales obteniendo mapas topograficos de alta resolucion. Las sefiales de el total de las 99 posiciones de los
electrodos (17 reales y 82 virtuales) se sometieron a la Transformacion Rapida de Fourier (FFT) basada en barridos
de 4 segundos de épocas de datos (ventana de Hanning). Los datos obtenidos fueron analizados desde 0,86 a 35
Hz utilizando el soporte l6gico (software) de CATEEM®. En este software los espectros de las frecuencias
resultantes estan divididos en seis bandas de frecuencias: delta (1,25 — 4,50 Hz), theta (4,75 — 6,75 Hz), alfal (7,00
—9k50 Hz), alfa2 (9,75 —12,50 Hz), betal (12,75 — 18,50) y beta2 (18,75 — 35,00 Hz). Este analisis de frecuencias
esta basado en los valores absolutos del potencial espectral. La adquisicion de datos y el analisis se llevaron a cabo
simultdaneamente y proporcionaron mapas topograficos expuestos “on line” en la pantalla del ordenador. Los
registros resultantes, procedentes de cada punto de tiempo, fueron concatenados para formar un anico archivo para
cada administracion (es decir, para cada dia de estudio) con objeto de presentar un curso continuo de tiempo de
efecto del farmaco. Los datos del curso del tiempo se presentan como media de todas las posiciones de 17
electrodos (media global).

Documentacion de los datos sin tratar y andlisis estadisticos

Después de una comprobacion de los datos obtenidos, sin tratar, para realizar un rechazo 6ptimo de artefactos (se
efectud un nuevo andlisis “off-line”), los datos obtenidos fueron concatenados para producir un solo archivo para
cada sujeto, que contenia todos los periodos de registro en las condiciones de ojos abiertos y ojos cerrados.
Seguidamente, se construyeron archivos de los grupos para cada periodo de registro y condiciones de registro para
documentacion y analisis estadistico.

Se presentan los resultados para cada una de las posiciones de los electrodos, como el curso con el tiempo del
potencial medio global y con graficos de barras que muestran la diferencia entre placebo y farmaco activo para cada
periodo de registro. Con objeto de analizar cualesquiera cambios inducidos por KTX 0101, los datos procedentes
del periodo de pre-dosis se fijaron en 100% y se calcularon y representaron los cambios con respecto a estos
valores para las condiciones de ojos abiertos y cerrados, por separado. Los valores obtenidos para cada periodo de
registro fueron promediados para dar lugar a valores medios. Los cuartiles no han sido representados ya que el
ensayo estadistico se llevé a cabo para cada periodo de registro y cada frecuencia.

Para la evaluacion estadistica se utilizd el ensayo de Wilcoxon- Whitney, no paramétrico, aun cuando se us6 un
disefio parcial de cruzamiento. Esto puede justificarse ya que solamente se intentaba una evaluacion estadistica
explorativa. Se evaluaron por lo menos 5 elementos por grupo utilizando esta metodologia estadistica (algunos
sujetos no tuvieron un registro adecuado). Los datos fueron analizados con éxito para sujetos de n=5-6. Como este
estudio era un estudio preliminar en un ndmero pequefio de voluntarios, se consider6 que las siguientes diferencias
estadisticas tenian importancia biologica, a saber, P <0,20, P 0,10, P < 0,05 (probabilidades de 80%, 90% y 95%,
respectivamente, de la diferencia entre el efecto del placebo y el efecto del farmaco).

Resultados

Efecto de 300 mg/kg, intravenoso, sobre la actividad eléctrica del cerebro durante l|a condicién de ojos abiertos

Se realizé una evaluacién cuantitativa de los datos de EEG, registrando la actividad eléctrica de la fase de pre-dosis
durante 5 minutos, en las condiciones fisiolégicas de ojos abiertos y ojos cerrados, respectivamente. Se realizaron
los periodos de registro subsiguientes (5 minutos, ojos abiertos, y 5 minutos, ojos cerrados) a 6, 12 y 24 horas
durante la administracién intravenosa de KTX 0101 (300 mg/kg, iv, infusién durante un periodo de 24 horas) y 1
hora y 24 horas después de esto.

Como se documenta en la Fig. 1, la infusion del placebo dio por resultado disminuciones del potencial de las ondas
lentas delta y theta, acompafiadas de algunos aumentos del potencial, frontal y temporal, de las ondas rapidas beta..
En la condicién de farmaco activo, se observd un aumento del potencial de delta y theta asi como también del
potencial de alfa. Estos cambios son lo mas pronunciado a las 6 horas durante la infusién disminuyendo algo en el
valor de las 12 horas, pero continta siendo bastante evidente durante el resto del tiempo de registro.
Desgraciadamente hubo algunos artefactos en las posiciones de los electrodos Fz y Pz durante el tiempo de pre-
dosis. Por consiguiente, estas posiciones han sido excluidas de los andlisis cuantitativos posteriores..
Especialmente, con respecto a los electrodos P3 y P4 parietales, los inventores apreciaron claramente por primera
vez aumentos del potencial de delta y theta a las 6 horas, durante la infusién, un aumento después del potencial de
alfa2 a las 12 horas y, finalmente, aumentos de alfa,. ademas, al término de la infusion de 24 horas. Estos efectos
disminuyen algo 1 hora después del final de la infusién, pero todavia se observan extensamente a las 24 horas
después del final de la infusién. La Fig. 3 muestra el curso de los cambios con el tiempo, para la media de 15
posiciones de electrodos (las Fz y Pz se omitieron debido a artefactos surgidos durante el registro de pre-dosis) para
las condiciones de placebo y de farmaco activo, respectivamente. Promedios del potencial eléctrico para cada
periodo de registro en relacién con los valores de pre-dosis, se exponen en la Fig. 5. Como puede apreciarse de las
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gréficas, la diferencia entre placebo y farmaco activo es la mayor para el potencial de theta, alfal y alfa2 durante el
periodo de infusién. Todavia existen diferencias notables hasta 24 horas después del final de la infusion.

Efecto de 300 mg/kg, intravenoso, sobre la actividad del cerebro durante |la condicién de ojos cerrados

Se apreciaron cambios bastante similares en la condicidn de ojos cerrados. Habia alguna disminucién de las ondas
lentas, en especial durante las dltimas horas, pero, en general, los registros pusieron de manifiesto condiciones
estables. En presencia del farmaco activo, pudieron observarse aumentos del potencial eléctrico en el periodo de 6
horas y menos para el periodo de 12 horas, pero consistentemente después de eso. Esos aumentos fueron
apreciados principalmente en las regiones centro-parietales del cerebro y estaban confinados a los intervalos de
frecuencias de theta, alfal, alfa2 y beta 1. Un andlisis estadistico detallado se proporciona en la Tabla 1. La Fig. 4
muestra el curso de los cambios con el tiempo para la media de 15 posiciones de los electrodos (se omitieron las Fz
y Pz debido a artefactos surgidos durante el registro de pre-dosis). En la Fig. 6 se proporcionan promedios del
potencial eléctrico para cada periodo de registro. Se observaron diferencias esencialmente idénticas entre el placebo
y el farmaco activo, en la condicion de ojos cerrados. La evaluacion estadistica mostré que los cambios observados
eran significantes de modo importante a 6 horas durante la infusion y también con respecto al periodo de 24 horas
posterior a la infusion (pi). En la Tabla 1 se proporcionan los detalles.

Tabla 1: Analisis estadisticos (Wilcoxon-Whitney) que comparan el placebo con el farmaco activo en los diferentes
periodos de registro con respecto a amplitudes de frecuencias aisladas. Los nimeros representan los valores p de
las significaciones

Ojos cerrados

Tiempo Delta Theta Alfal Alfa2 Betal Beta 2
6 horas 0,10 0,07 0,07
12 horas
24 horas 0,07
1 hora pi. 0,14 0,14 0,14 0,06

24 horas pi 0,14 0,14 0,14

Ojos abiertos

Tiempo Delta Theta Alfal Alfa2 Betal Beta 2
6 horas 0,07 0,07
12 horas 0,14 0,14
24 horas
1 hora pi. 0,09
24 horas pi 0,14 0,14 0,02 0,03 0,09
sin Pz+Fz

Por tanto, pudieron observarse diferencias entre el placebo y KTX 0101 principalmente con respecto a frecuencias
medias (theta, alfa y betal). Se apreciaron aumentos del potencial eléctrico con respecto a los valores de pre-dosis,
solamente en el conjunto de farmaco activo. Los cambios duraron mas tiempo que el que durd la infusién y pudieron
seguirse hasta 24 horas después de esto.

Discusién

Dado que el potencial eléctrico de las frecuencias de las ondas theta y beta aumenta durante el enfriamiento de los
pacientes (véase la publicacion de Kochs, 1995), estos cambios pueden interpretarse como indicativos de una
accion citoprotectora de KTX 0101 en esos sujetos, y este descubrimiento es totalmente consistente con las
acciones conocidas del compuesto (véase la publicacién de Smith et al., 2005). Lo que era inesperado fue descubrir
que la infusién de KTX 0101 producia en el espectro del potencial de EEG cambios similares a los de farmacos que
incluyen barbituratos, opiaceos, benzodiazepinas y agonistas de receptores ajadrenérgicos, que tienen empleo
tanto como premedicaciones en procesos quirdrgicos, que como agentes para tratar el dolor y el estrés
posoperatorio, asi como también otras complicaciones. Asi pues, se han observado en la rata aumentos de potencial

8




10

15

20

25

30

ES 2446 107 T3

de grados variables de las ondas beta, después de la administracién de analgésicos sedantes, que incluyen
fenobarbital (barbiturato sedante, analgésico, ansiolitico, relajante muscular’), diazepam (bnzodiazepina sedante,
ansiolitica, amnésica, relajante muscular), buprenorfina y morfina (analgésicos opiaceos, narcéticos) y flupertina
(analgésico no opiaceo) (véase la publicacion de Dimpfel et al., 1986). Estos clases de farmacos se emplean, todas,
como premedicaciones en cirugia y como agentes para el tratamiento del dolor posoperatorio asi como otras
complicaciones (véanse las publicaciones de Tolksdorf et al., 1987; Drautz et al., 1991; Burkardt et al., 1997; Frank
et al., 1999, 2002; Ornaque et al., 2000). Se ha informado que ocurren en la rata aumentos combinados del potencial
de las ondas theta, alfal,2 y betal,2, después de la administracién de agonistas noradrenérgicos de receptores
oz-adrenérgicos p.ej. metedomidina, guanfacina, clonidina, maxonidina y (-)lofexidina (véase la publicacion de
Dimpfel y Schober, 2001). Esta clase de farmacos ha sido empleada largo tiempo en el periodo prequirargico por su
efecto sedante, analgésico, antiemético y limitante de la anestesia, y después del proceso quirdrgico, para prolongar
la analgesia inducida por anestesia y reducir el estremecimiento posoperatorio (véanse las publicaciones de Kulka
et al., 199; Oliver et al., 1999; El-Kerdawy et al., 2000; Frank et al., 2002; Akbas et al., 2005)

Finalmente, se ha informado de que ocurren aumentos combinados del potencial de alfal,2 y beta 1,2 en la rata
después de la administracion de anestésicos generales, p.ej. halotano, desflurano, enflurano e isoflurotano
(anestésicos halogenados gaseosos) y propofol (anestésico esteroideo inyectable) (véase la publicacion de Dimpfel,
2003), Cuando se comparan los efectos en EEG inducidos por KTX 0101 con los de los farmacos anteriormente
descritos, existe la semejanza mas marcada entre sus acciones y las acciones previamente indicadas para el
analgésico no opiaceo, flupertina (Dimpfel et al., 1986), con fuertes semejanzas también con las de los agonistas de
los receptores aj-adrenérgicos, moxonidina y (-)lofexidina (Dimpfel y Schober, 2001) y los anestésicos generales,
propofol y enflurano (Dimpfel, 2003).

En conjunto, estos cambios en los espectros de potencial de EEG provocados por infusion de KTX 0101, que estan
presentes no solo durante el periodo de infusidn, sino también durante muchas horas después, indican que KTX
0101 posee la capacidad inesperada de proporcionar “estabilizacion” a pacientes en el periodo peri-quirdrgico, en
virtud de su accién sedante, ansiolitica, limitante anestésica y/o analgésica. KTX 0101 no es una intervencion
farmacolégica ya que produce sus efectos benéficos proporcionando un sustrato clave de fosforilacion fisiologica,
mitocondrial oxidativa, y, por consiguiente, no da lugar a efectos secundarios graves ni a acontecimientos adversos
que surgen de interacciones de farmaco con farmaco, que pueden ocurrir con agentes convencionales, p.ej.
barbituratos, benzodiazepinas, opiaceos o agonistas de receptores a»-adrenérgicos (véase la publicacién de Kuchta
y Goleimbiewski, 2004).
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REIVINDICACIONES

1.- Un material cetogénico seleccionado de (R)-3-hidroxibutirato, sus sales y un material que contiene (R)-3-
hidroxibutirato seleccionado de (R)-3-hidroxibutirato oligomérico y ésteres de (R)-3-hidroxibutirato con glicerina o
(R)-1,3-butanodiol, para uso en el tratamiento de un paciente, que proporciona estabilizacion durante la cirugia,
caracterizado por que el tratamiento es para la provision de sedacion y el tratamiento se realiza con una dosis de
material de 5-5000 mg/kg y eleva la concentracion total de acetoacetato y de (R)-3-hidroxibutirato en la sangre del
paciente a entre 0,1 y 30 mM.

2.- Un material cetogénico para el uso segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el tratamiento es un auxiliar
periquirargico de la cirugia.

3.- Un material cetogénico para el uso segun la reivindicacion 1 6 la reivindicacion 2, caracterizado por que la
cirugia se lleva a cabo bajo anestesia general o local.

4.- Un material cetogénico para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por
gue el tratamiento es limitante anestésico y/o analgésico y/o ansiolitico.

5.- Un material cetogénico para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por
gue la cirugia se selecciona del grupo que consiste en la extirpacion o seccion de tumores, la extirpacion de 6rganos
superfluos tales como nédulos linfaticos y apéndice, cirugia cardiotoracica, ginecoldgica, uroldgica, oftalmoldgica,
cosmética y ortopédica, neurocirugia y trasplante de érganos.

6.- Un material cetogénico para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la cirugia
se selecciona del grupo que consiste en cirugia de corazon abierto y cirugia de articulaciones y huesos.

7.- Un material cetogénico para el uso segun la reivindicacion 1, en donde la concentracion total de acetoacetato y
(R)-3-hidroxibutirato en la sangre, esta entre 0,5y 15 mM.

8.- Un material cetogénico para el uso segln la reivindicacion 7, caracterizado por que la concentracion total de
acetoacetato y (R)-3-hidroxibutirato en la sangre, se eleva a entre 1y 10 mM.

9.- Un material cetogénico segun la reivindicacién 8, caracterizado por que la concentracion total de acetoacetato y
(R)-3-hidroxibutirato en la sangre, se eleva a entre 3y 8 mM.

10.- Un material cetogénico para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por
que el material cetogénico se selecciona de (R)-3-hidroxibutirato sddico, multimeros de (R)-3-hidroxibutirato,
triglicérido de (R)-3-hdroxibutirato y tridlido de (R)-3-hidoxibutirato.
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Fig.1(cont II).
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Fig.1(cont I1)
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Fig.2 (cont |)
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Fig.2 (cont I). 44, mg/mi
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Fig.2 (cont HlI).
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Fig.5. |
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