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DESCRIPCION
Composiciones para uso en cardioplegia que comprenden esmolol y adenosina
Campo de la invencion

La invencion esta en el campo de la cardioplegia, en particular en el campo de las composiciones para uso en
cardioplegia tales como las soluciones cardioplégicas.

Antecedentes de la invencion

La cardioplegia se refiere a la paralisis del corazén utilizando productos quimicos. Normalmente, esto se hace con el
fin de parar un corazén durante la cirugia cardiaca. Durante la cirugia cardiaca, el corazén se somete a un periodo
electivo de isquemia global para proporcionar al cirujano un campo de operacion libre de sangre y un corazén
parado, flacido. Para proteger el corazén durante la isquemia, se utiliza una solucién cardioplégica para la parada
rapida y para ayudar a proteger el corazén de una lesion isquémica.

Histéricamente se acostumbraba a parar el corazén durante la cirugia cardiaca por pinzamiento de la aorta, la
induccion de la isquemia y el enfriamiento del corazén. Esto se denomina una parada isquémica hipotérmica. La
parada hipotérmico da lugar a una condicion invariablemente letal llamada el corazén de piedra en un maximo de
uno de cada diez pacientes sometidos a cirugia cardiaca.

Posteriormente, se desarrollé un método de induccién de una parada cardiaca quimicamente después de décadas
de investigacion. Esto puso fin a la ocurrencia de la condicién de "corazon de piedra” e hizo de la cirugia cardiaca un
procedimiento mucho mas seguro. La parada quimica (cardioplegia) es inducida por la perfusién del corazén con
una solucién cardioplégica que contiene concentraciones moderadamente altas de potasio (K) ademas de otros
electrolitos. Una de estas soluciones, conocidas como cardioplegia de St. Thomas' Hospital (STH), se ha utilizado
como la solucion cardioplégica de cristaloides predominante en todo el mundo desde entonces. STH se utiliza
ampliamente en los centros de cirugia cardiaca, y se basa en un aumento de la concentracion de potasio para
inducir la parada; esto ha demostrado ser razonablemente eficaz y seguro. Sin embargo, el potasio induce una
parada 'despolarizada’ que puede asociarse con aumentos en las concentraciones de sodio y de calcio
intracelulares; la sobrecarga intracelular de estos iones puede ser perjudicial para el corazén.

La cardioplegia de St. Thomas' Hospital (STH) es relativamente segura, pero provoca un cambio en el potencial de
la membrana en reposo a un nivel que puede tener efectos perjudiciales, tales como el aumento de las
concentraciones intracelulares de sodio (Na) y de calcio (Ca). Con el fin de inducir la parada sin cambiar el potencial
de la membrana en reposo, cantidades relativamente grandes de agentes farmacoldgicos son generalmente, pero
no necesariamente, requeridas en comparacién con el cambio de la concentraciéon de K del corazéon. Los
bloqueantees de los canales de Na y Ca ademas de los abridores del canal de K son ejemplos de estos agentes
farmacologicos. Se han realizado muchas investigaciones en los ultimos 25 afios, donde han sido estudiados
diversos agentes farmacoldgicos a altas concentraciones con resultados variables. Sin embargo, estas no se han
trasladado a los estudios clinicos debido a preocupaciones de seguridad, tales como el lento aclarado de los
agentes del cuerpo, lo que conduciria a efectos toxicos prolongados.

A pesar de la notable mejora ofrecida por la cardioplegia de St. Thomas' Hospital en comparacién con la parada
isquémica hipotérmica, esta bien establecido que la cardioplegia STH provoca un desplazamiento de la membrana
en reposo del corazén de aproximadamente -85 mV a aproximadamente -50 mV. Esto se cree que es perjudicial, ya
que causa una carga de Na y Ca lo que se traduce en la contractura isquémica y una mala recuperacion del
corazon.

Chang et al (2002 Cardiology, volumen 97, paginas 138 a 146) describen un estudio de las interacciones de esmolol
y adenosina en la taquicardia supraventricular, nodal dependiente, atrioventricular. Se sabe que la adenosina opera
a través del efecto directo sobre la activacion de la corriente de potasio sensible a la adenosina. Sin embargo,
entonces, se entendia menos el efecto indirecto de la adenosina en el antagonismo de la actividad de la adenilata
ciclasa estimulada por las catecolaminas. De hecho, habia informes contradictorios sobre este tema en la técnica en
el momento de esta publicacion. Para hacer frente a esto, Chang et al estudiaron el bloqueo beta-adrenérgico para
determinar si potenciaria o no potenciaria los efectos de la adenosina. Asi, en el curso de este estudio, se practicd
en un sujeto la infusién de dosis bajas de esmolol de vez en cuando, y también se practico la infusién de adenosina
en el mismo sujeto. Este estudio se limitd al tema de la taquicardia. El esmolol y la adenosina fueron tratados
consistentemente como reactivos separados y que no se solapaban al abordar la taquicardia en este estudio. De
hecho, Chang et al llegaron a la conclusién de que el pre-tratamiento con esmolol no produjo ningun efecto sinérgico
positivo sobre la eficacia de la terminacion de la taquicardia supraventricular inducida por la adenosina. Por lo tanto,
no hay ninguna divulgacién sobre el uso de un tratamiento dual de esmolol/adenosina. Ademas, la materia objeto de
esta publicacion era la taquicardia. No hay ninguna divulgacion en relacion a la cardioplegia en este documento.

Bessho y Chambers (2000 Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery, volumen 120, paginas 528 a 537)
divulgan un estudio de pinzamiento cruzado intermitente con proteccion de fibrilacion y del miocardio. En particular,
este estudio investigo si la lesion se redujo debido principalmente al periodo de isquemia acumulativa mas corto, o si
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habia en realidad un efecto protector intrinseco. Este fue un estudio exhaustivo, que comparé al menos nueve
regimenes y protocolos de perfusion diferentes. Por ejemplo, en la figura 1 de la pagina 530 de este documento se
resume la gama de regimenes examinados. Los autores sacaron numerosas conclusiones de este estudio, la mas
importante fue que se alcanzaron niveles equivalentes de proteccion miocardica utilizando tanto la cardioplegia de
multidosis, como el uso de pinzamiento cruzado intermitente (con o sin fibrilacion). Estos resultados permitieron a los
autores concluir que la preservacion intrinseca por pinzamiento cruzado intermitente con fibrilacion no exacerbé la
lesion isquémica. En ninguna parte de este documento se divulga el uso de esmolol. En ninguna parte de este
documento se divulga el uso de adenosina.

Bessho y Chambers (2001 Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery, volumen 122, paginas 993 a 1003)
divulgan la eficacia de esmolol como un agente cardioplégico. Los autores se habian dado cuenta de que era una
practica quirurgica habitual utilizar el pinzamiento cruzado intermitente con fibrilacion como una alternativa a la
cardioplegia durante la revascularizacion miocardica. También eran conscientes de que el pinzamiento cruzado
intermitente con fibrilacion ofrecia una proteccion intrinseca equivalente a la utilizacion de la cardioplegia. A raiz de
estas observaciones, los autores investigaron si la parada (mas que la fibrilacion) durante el pinzamiento cruzado
intermitente podria ser beneficiosa. También compararon la cardioplegia de esmolol intermitente con la isquemia
global. En el curso del estudio divulgado, los inventores compararon la parada usando solamente esmolol, la parada
usando la cardioplegia clasica de St Thomas' Hospital (STH), y la fibrilaciéon intermitente de pinzamiento cruzado
(ICCF). Los autores concluyeron que la parada intermitente con esmolol no mejord la protecciéon del pinzamiento
cruzado intermitente con fibrilacién. Sin embargo, las infusiones multiples de esmolol durante la isquemia global
proporcionaron una proteccion mejorada. Otras conclusiones fueron extraidas de diversas comparaciones entre la
infusion de flujo constante y la infusion de presién constante. Sin embargo, el uso de la adenosina no se menciona
en ninguna parte en este documento. Ninguna combinacién de esmolol y adenosina se divulga en esta publicacion.

McCully (2002 Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery, volumen 124, paginas 219 a 220) elabora sobre el
uso de la entrega de muiltiples dosis oxigenadas de cardioplegia de esmolol cristaloide como alternativa a la
cardioplegia de mucho potasio. Los numerosos enfoques diferentes tomados en la técnica en esa fecha se revisan
en este editorial. Ademas se evalla criticamente la cardioplegia de esmolol cristaloide de multiples dosis oxigenadas
por su provision de proteccion miocardica. Se concluye que la cardioplegia de esmolol podria proporcionar una
alternativa util a una cardioplegia tradicional de despolarizacion de niveles altos de potasio. En ninguna parte de este
editorial se divulga el uso de la adenosina.

Bessho y Chambers (2002 Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery, volumen 124, paginas 340 a 351)
investigaron la proteccion miocardica usando la cardioplegia de esmolol oxigenada durante la isquemia
normotérmica prolongada. Esta publicacion se basé en trabajos anteriores que mostraron que las infusiones de
dosis multiples de dosis altas de esmolol proporcionan una excelente proteccién miocardica en condiciones de
isquemia global normotérmica. Esta publicacion aborda especificamente la importancia de la oxigenacion en la
consecucion de una proteccion 6ptima. Se divulgé un estudio comparativo robusto que compar6 el uso de la
cardioplegia de St Thomas' Hospital (STH) junto con la cardioplegia oxigenada y no oxigenada basada en esmolol.
Este estudio presentd el hallazgo importante de que la cardioplegia de esmolol oxigenada podria proteger
completamente el corazén en ciertas escalas de tiempo en la isquemia global normotérmica. Este estudio demostré
claramente que la cardioplegia de esmolol desoxigenada fue significativamente menos protectora, y que la
oxigenacion de la solucion de STH estandar no alterd su eficacia protectora en las condiciones utilizadas. También
se dieron a conocer conclusiones relacionadas en el ambito de la comparacién de la infusién a presién constante
con la infusion de flujo constante. En resumen, esta publicacién muestra la importancia de la oxigenacién cuando se
utiliza la cardioplegia de esmolol a fin de obtener la proteccién miocardica éptima. No hay ninguna divulgacién sobre
el uso de la adenosina en ninguna parte de este documento.

La solicitud de patente del Reino Unido 0711805.2 fue publicada como el documento de patente GB 2 436 255 A, el
19 de septiembre de 2007. Este documento se ocupa del acondicionamiento previo del 6rgano, la parada,
proteccion, conservacion y recuperacion. Este documento divulga composiciones que comprenden un anestésico, un
agonista del receptor de adenosina, y compuestos anti-adrenérgicos. Este documento divulga un numero
extremadamente grande de posibles identidades individuales de estos componentes genéricos. Por ejemplo, se dice
que el agonista del receptor de adenosina se selecciona de una lista de varias docenas de alternativas. Se describen
una miriada de opciones para los otros elementos de la composicion. Entre la amplia gama de diferentes
ingredientes alternativos posibles para las composiciones discutidas, se mencionan el esmolol y la adenosina. En
particular, en la pagina 30 lineas 20 a 29, pagina 31 lineas 1 a 2, y pagina 31 lineas 14, 15y 16 de la divulgacién se
describen composiciones especificas posibles que incluyen tanto la adenosina como el esmolol. En primer lugar, hay
que sefialar que este documento divulga al esmolol y la adenosina como componentes menores de su composicion.
Ademas, es importante tener en cuenta que las concentraciones de adenosina utilizadas, y en particular las
concentraciones de esmolol utilizadas, son muy bajas. Ademas, es importante comprender la naturaleza de la
divulgacién contenida en este documento. Este documento se refiere a la utilizacion de anestésicos tales como la
lidocaina (a veces conocida como lignocaina) como un agente de parada para la induccion de la cardioplegia.
Aunque la descripcion general hecha en este documento es a veces oscura, por ejemplo al tratar de conciliar los
numerosos usos médicos posibles divergentes reclamados para las composiciones a través de la memoria, y por
ejemplo al tratar de conciliar los diferentes elementos de la descripcion que se refieren a diferentes nimeros de los
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componentes de las composiciones que se esta describiendo, y por ejemplo al tratar de atribuir diferentes funciones
a diferentes componentes de las largas listas presentadas, sin embargo esta claro que la tnica forma en que la
parada podria producirse usando las composiciones descritas es a través de la accién del componente anestésico
de la lidocaina. La funcion de las pequefias cantidades de esmolol y/o adenosina presentes en estas composiciones
se limita a un efecto protector. La lidocaina es toxica. La lidocaina tiene una larga semivida in vivo de
aproximadamente 2 horas, y se basa en el higado para su aclaramiento. La funciéon del higado puede estar
comprometida en los pacientes sometidos a cirugia cardiaca, lo que prolonga la semivida de la lidocaina ain mas.
Estos factores pueden conducir a un aumento peligroso de la toxicidad durante la cardioplegia inducida por la
lidocaina. Los anestésicos tales como la lidocaina son un aspecto esencial de las composiciones descritas en el
presente documento, tal como se indica en el resumen, la reivindicacion principal, y a lo largo de la descripcion de la
solicitud. No hay descripcion en este documento del uso de esmolol o adenosina como agentes cardioplégicos para
la induccion de la parada.

La presente invencién pretende superar los problemas asociados con la técnica anterior.
Compendio de la invencion

Los agentes de parada de la técnica anterior, tales como la lidocaina son téxicos. La aplicacion de estos agentes a
un paciente en las dosis requeridas por lo tanto tiene efectos secundarios indeseables de toxicidad. Por otra parte,
ademas de la toxicidad a la dosis dada, hay una acumulacion de los compuestos utilizados en la periferia del cuerpo
del paciente, lo que puede dar lugar a otros inconvenientes y complicaciones. El esmolol y la adenosina se han
incluido en ciertas composiciones de la técnica anterior en combinacién con un agente de parada. Las
composiciones de la técnica anterior que comprenden esmolol y adenosina han utilizado niveles muy bajos de
dichas sustancias, y se han utilizado s6lo como protectores. Es posible usar esmolol solamente con el fin de causar
una parada, pero soélo a problematicamente altas concentraciones. Esto ha hecho el uso de esmolol sélo como un
agente de parada problematico en la técnica anterior.

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente una relacion sinérgica entre la adenosina y el esmolol
en la cardioplegia. Especificamente, los inventores han encontrado que dentro de ciertos intervalos de concentracion
especificos de estas dos sustancias, la inclusiéon de adenosina disminuye la concentracion eficaz de esmolol
necesaria para inducir la parada. En otras palabras, la inclusién de la adenosina en-concentraciones especificas en
una solucioén cardioplégica de la invencion hace posible utilizar con seguridad el esmolol como un agente de parada
en la misma composicién. A raiz de estos descubrimientos iniciales, los inventores han definido ahora las ventanas o
intervalos de concentraciones de estos dos principios activos que, cuando se utiliza en combinacién, proporcionan
excelentes efectos cardioplégicos junto con la recuperacion funcional, dafios minimizados/mejora de la recuperacion
funcional después de la cardioplegia.

Asi, en un aspecto, la invencidon proporciona una composiciéon para su uso en la cardioplegia, dicha composicion
comprende

(i) esmolol; y

(i) adenosina,

en donde en el uso la concentracién de dicho esmolol esta en el intervalo de 0,3-1,5 mM, y
en donde en el uso la concentracion de dicha adenosina esta en el intervalo de 0,1-1,5 mM, y
en donde el producto de la concentracion de esmolol y adenosina es al menos 0,15.
Adecuadamente la concentracién de esmolol esta en el intervalo de 0,5-1,5 mM.

Es esta una nueva combinacion de ingredientes activos, la combinacién de concentraciones tiene el sorprendente
efecto de permitir que el esmolol actie como un agente de parada eficaz. Este efecto no se ha visto con
composiciones de la técnica anterior que comprenden esmolol, debido a que tales composiciones de la técnica
anterior tenian concentraciones demasiado bajas para presentar este efecto, y también, debido a que las
composiciones de la técnica anterior se han basado en el uso de agentes de parada que no eran esmolol. Por lo
tanto, las composiciones de la técnica anterior han ofrecido solamente niveles minimos y niveles de sub-parada del
esmolol presente como protector.

Esto tiene la ventaja de evitar el uso de agentes de parada toxicos, tales como la lidocaina.

Para su uso en cardioplegia se pretende dar a entender que la composicion es capaz de la parada eficaz de un
corazon es decir, es capaz de ser actualmente utilizada para inducir la cardioplegia si se administra a un sujeto. En
caso de que se necesite informacién adicional, existen numerosos sistemas experimentales utilizados en la técnica
para probar esta propiedad. En caso de que se necesite informacion adicional, sistemas de prueba ejemplares son
como se divulgan en la seccion de ejemplos. Adecuadamente, la cardioplegia es una cardioplegia humana es decir,
para uso que implica adecuadamente uso en seres humanos.
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En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion como se ha descrito anteriormente en donde las
concentraciones de esmolol y adenosina corresponden a un solo punto en el area delimitada en el grafico de la
figura 4. Este grafico se explica con mas detalle en la seccidon de ejemplos. Esto tiene la ventaja de definir pares
particularmente ventajosos de las concentraciones de adenosina y esmolol.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a una composicion como se ha descrito anteriormente en donde las
concentraciones de esmolol y adenosina corresponden a un solo punto en la zona rayada del grafico de la figura 4.
Esta zona rayada describe pares particularmente ventajosos de concentraciones de esmolol y adenosina.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion como se ha descrito anteriormente en donde el producto
de la concentracion de esmolol y adenosina es de al menos 0,15, mas adecuadamente el producto de la
concentracion de esmolol y adenosina es al menos 0,3, mas adecuadamente el producto de la concentracion de
esmolol y adenosina es al menos 0,45. El producto de la concentracion de esmolol y adenosina es un coeficiente
adimensional es decir, que no tiene unidades. Este se puede calcular multiplicando simplemente juntos la
concentracion de adenosina y la concentracion de esmolol, siempre que las dos concentraciones se expresen en las
mismas unidades (es decir, ambos en mM o ambos en uM o ambos en M etc.). El valor resultante es util en la
relacion de las dos concentraciones segun formas de realizaciéon de la invencion. Este es particularmente el caso
debido a la naturaleza reciproca parcial de la interrelacion entre los dos valores; en otras palabras (dentro de ciertos
limites fijados segun se indica en el presente documento) cuanto mayor es la concentracion de adenosina menor es
la concentracion de esmolol para formar un agente de parada eficaz; para concentraciones mas bajas de adenosina
se necesita una mayor cantidad de esmolol para la parada. Por lo tanto, las formas de realizaciéon preferidas de la
invencion pueden describirse con referencia al producto de las dos concentraciones. Una ventaja de estas formas de
realizacion es que las cantidades totales de ingredientes activos utilizadas pueden estar limitadas por la eleccion de
las concentraciones eficaces que tienen esta propiedad.

Adecuadamente, dicha composicién comprende una preparacion de cristaloides o de sangre. Una solucion basada
en la sangre es utilizada mas adecuadamente ya que esta se usa mas frecuentemente en el ambito clinico.

Adecuadamente, dicha composiciéon comprende esmolol 0,6 mM y adenosina 0,25 mM.

Adecuadamente dicho esmolol y dicha adenosina se disuelven en un disolvente que consiste esencialmente en una
solucion fisiolégica. Adecuadamente dicho esmolol y dicha adenosina se disuelven en un disolvente que consiste
esencialmente de solucion de Ringer.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de una composicién como se describe anteriormente en la induccion
de la cardioplegia.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para inducir la cardioplegia que comprende administrar a un
sujeto una composicion como se ha descrito anteriormente.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién para uso en la fabricacion de una soluciéon cardioplégica,
dicha composiciéon comprende

(i) esmolol; y
(ii) adenosina,

en donde en el uso la concentracion de dicho esmolol en la solucion cardioplégica se encuentra en el intervalo de
0,3-1,5 mM, y en donde en el uso la concentracion de dicha adenosina en la solucidn cardioplégica se encuentra en
el intervalo de 0,1-1,5 mM; en donde las cantidades de esmolol y adenosina presentes en dicha composicion son al
menos dos veces estas cantidades. Adecuadamente, las cantidades de esmolol y adenosina presentes en dicha
composicion son al menos cinco veces estas cantidades. Adecuadamente, las cantidades de esmolol y adenosina
presentes en dicha composicidon son al menos diez veces estas cantidades. Adecuadamente, las cantidades de
esmolol y adenosina presentes en dicha composicion son al menos veinte veces estas cantidades, o incluso mas, tal
como cien veces estas cantidades. Estas composiciones concentradas encuentran aplicacion como soluciones
madre a partir de las que la solucién cardioplégica para uso puede ser convenientemente diluida o formulada antes
de la administracion a un sujeto.

Adecuadamente en el uso la concentracion de dicho esmolol en la solucidon cardioplégica se encuentra en el
intervalo de 0,5-1,5 mM.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para la fabricacion de una solucion cardioplégica que
comprende la dilucién de una composicion como se describe anteriormente para producir una solucién con una
concentracion final de esmolol en el intervalo de 0,3-1,5 mM, y que tiene una concentracion final de adenosina en el
intervalo de 0,1-1,5 mM.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para la fabricacion de una solucion cardioplégica que
comprende la dilucidn de una composicion segun la reivindicacion 12 para producir una solucién que tiene una

5



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2589030 T3

concentracion final de esmolol en el intervalo de 0,5-1,5 mM, y que tiene una concentracion final de adenosina en el
intervalo de 0,1-1,5 mM.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para formular una soluciéon cardioplégica que comprende la
dilucién de una composicion como se describio anteriormente a una concentracion final de esmolol de 0,6 mM y de
adenosina de 0,25 mM.

En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de una composicién como se describe anteriormente en la fabricacion
de un medicamento para inducir la cardioplegia.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una ampolla que comprende
(i) adenosina 25 mM

(i) esmolol 60 mM

en solucién acuosa.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una ampolla que comprende
(i) adenosina 75 mM

(i) esmolol 180 mM

en solucién acuosa.

Una ampolla que comprende

(i) 67 mg de adenosina

(i) 199 mg de esmolol

en 10 ml de soluciéon acuosa. Este es un ejemplo de una composicién para la fabricacion de una solucion
cardioplégica; adecuadamente el contenido de dicha ampolla se dispersa en 990 ml, la base diluyente cardioplégica
final, haciendo un total de un litro de solucion cardioplégica.

Una ampolla puede ser una ampolla tradicional, o puede ser un vial, un recipiente de vidrio, un paquete tal como una
bolsa de sangre o cualquier otro recipiente adecuado para el almacenamiento o la manipulacion de una composicion
tal como una solucion madre para la fabricacion de una solucion cardioplégica. Estas formas de realizacion
encuentran aplicacion en el transporte, manipulacion y venta de articulos y composiciones para su uso en la
fabricacion de soluciones cardioplégicas basadas en cristaloides o sangre.

Para hacer una solucion cardioplégica de sangre, una solucion madre cardioplégica (tal como una solucion
cardioplégica madre de cristaloides) se diluye tipicamente con la sangre del paciente en una proporcién decidida por
la preferencia del cirujano, sin embargo hay que sefalar que la concentracion final es la misma para las aplicaciones
de sangre humanal/cristaloides de la invencién tal como se explica a continuacion.

Adecuadamente, una solucion cardioplégica segun la presente invencion se prepara mezclando el contenido de una
ampolla de la invencion con un diluyente adecuado tal como una solucién a base de cristaloides o sangre.

En otra forma de realizacién, la invencién se refiere a recipientes que comprenden una mezcla seca de las masas
correspondientes de adenosina y esmolol como se describe anteriormente.

Adecuadamente, la composicién esta en la forma de una solucién acuosa.

En algunas formas de realizacion la invencion se refiere a un kit o paquete farmacéutico que comprende al menos
dos recipientes, un tal recipiente que comprende tal esmolol y un tal recipiente que comprende adenosina.
Adecuadamente, tal kit o paquete comprende una cantidad de esmolol y adenosina correspondientes a un par de
valores de concentracién en uso como una solucidon cardioplégica como se describe anteriormente, por ejemplo
cuando se diluye o se disuelve a un litro.

Descripcion detallada de la invencién

Dobson (publicacion de documento de patente del Reino Unido GB2436255A) da a conocer diversas composiciones
basadas en el uso de la lidocaina como un agente de parada. En varias de esas composiciones, cantidades muy
pequefias de esmolol y pequefias cantidades de adenosina se incluyeron como protectores. Es importante tener en
cuenta que las concentraciones de esmolol utilizadas en GB2436255A son muy bajas, y en concentraciones tan
bajas el esmolol funciona s6lo como un beta-bloqueante. La presente invencion describe intervalos especificos de
concentraciones de esmolol y adenosina para su uso en combinacién como agentes de parada. La presente
invencion excluye especificamente el uso de la lidocaina en las composiciones de la invencion. Por lo tanto, la
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invencion omite adecuadamente la lidocaina. Las composiciones de la invenciéon adecuadamente no comprenden
lidocaina. Adecuadamente, las composiciones que comprenden cantidades suficientes para la parada de lidocaina
se rechazan especificamente de la invencion.

Por lo tanto, en la publicacién de Dobson se utiliza una combinacién de tres agentes (bloqueante de los canales de
Na; abridor de los canales de K; B-bloqueantes) para inducir la parada y proteger el corazén. El bloqueante de los
canales de Na lidocaina se utiliza en alta concentraciéon para inducir la parada a pesar de la toxicidad problematica
de este agente. El esmolol, ha sido considerado como un ejemplo de un bloqueante {3 para la proteccidon miocardica,
pero a bajas concentraciones no suficientes para inducir o contribuir a una parada cardiaca.

Debido a las concentraciones especificas de la adenosina que se utilizan en la patente de Dobson como protectoras,
hay una superposicioén de algunos puntos en relacion con los intervalos de concentracion de adenosina ensefados
en la presente invencién. Sin embargo, todas las composiciones de la invencion requieren especificamente la
presencia de ciertas concentraciones de esmolol en combinacién con la adenosina. Por lo tanto, las composiciones
de la invencion no se superponen con las composiciones divulgadas en la patente de Dobson por al menos esta
razén. Las composiciones de la invencion se distinguen ademas por la ausencia de lidocaina. Ademas, las
composiciones de la invencion se distinguen por la combinacion de adenosina con esmolol como agente de parada.
Especificamente, las composiciones de la invencién se distinguen de Dobson por un intervalo totalmente no
superpuesto de las concentraciones de esmolol que se requieren especificamente en las composiciones de la
presente invencion y que no se superponen en absoluto con ninguna de las concentraciones divulgadas en la
patente de Dobson. Por otra parte, la mayoria de las composiciones de la invencidon también se distinguen de la
patente de Dobson en virtud de que requieren una concentracién diferente de adenosina que los valores especificos
divulgados en la patente de Dobson. Asi, por todas estas razones, las reivindicaciones de la presente invencién se
distinguen de las divulgaciones del documento de patente del Reino Unido GB2436255A. Ademas de estas
diferencias estructurales, es importante tener en cuenta que la presente invencion se refiere al nuevo y sorprendente
uso de esmolol como agente de parada. Este efecto técnico ventajoso se consigue mediante la combinacién con la
adenosina en las composiciones de la invencién. Esta combinacion, especificamente cuando se utilizan los
intervalos de concentracion dados que son un aspecto importante de la invencion, evita ventajosamente el uso de
compuestos téxicos, tales como la lidocaina. Este sorprendente beneficio no se podria haber predicho a partir de la
técnica anterior. Esto es particularmente cierto ya que las combinaciones de la técnica anterior que comprenden
adenosina clara e inequivocamente se basan en compuestos téxicos tales como la lidocaina para la induccién de la
parada. Por lo tanto, es un beneficio adicional de la invencién que la composicion evite el uso de los agentes de
parada téxicos.

Por lo tanto se puede apreciar que los inventores han ideado una solucion cardioplégica novedosa que induce la
parada a través de un mecanismo 'polarizado’, que impide ventajosamente el desequilibrio idnico durante la
isquemia y tiene otras ventajas sobre STH. La solucion de la invencién usa una combinacién de esmolol (un
bloqueante B de accion ultracorta, que tiene propiedades de bloqueo de canales de sodio y canales de calcio) y
adenosina (que tiene propiedades de apertura del canal de potasio).

Una ventaja de esta solucion es que los componentes tienen efectos relativamente de corta duracion, y por lo tanto
los efectos toxicos de las altas concentraciones se reducen al minimo. Esto tiene ventajas considerables para los
pacientes actuales sometidos a cirugia cardiaca, que son mayores, mas enfermos y tienen un aumento de la
morbilidad. En particular, los efectos de la cirugia y de la derivacion cardiopulmonar pueden poner en peligro la
funcién del higado y el rifidn; las altas concentraciones de farmacos de la técnica anterior utilizadas para parar el
corazén pueden permanecer en la circulacion durante periodos prolongados conduciendo a la acumulacion de
efectos toxicos. Los componentes de la solucidon de la invencién no se basan en el higado y el rifidn para su
metabolismo, y asi proporcionan un considerable beneficio de seguridad.

Definiciones

El término "comprende" (comprenden, comprende) debe entenderse que tiene su significado normal en la técnica, es
decir, que la caracteristica indicada o grupo de caracteristicas se incluyen, pero que el término no excluye ninguna
otra caracteristica o grupo de caracteristicas indicadas de también estar presente.

Cirugia cardiaca y la protecciéon miocardica

La cirugia sobre un corazon que late fue en tiempos una practica estandar para las heridas del corazén y estenosis
de las valvulas. Sin embargo, debido a la dificultad técnica de operar sobre un corazén que late en un campo
quirdrgico muy sangriento y a fin de poder realizar una cirugia mas compleja, era esencial parar el corazén y detener
el flujo de sangre a través de él. Esto significaba hacer frente a las consecuencias de la supresion de la salida
cardiaca durante la duracion del procedimiento, lo que causaria dafio cerebral irreversible si se prolongaba mas de
2-3 minutos en normotermia. Este periodo se extendié a 10 minutos mediante el uso de la hipotermia, que fue el
tiempo suficiente para llevar a cabo la primera cirugia a corazén abierto. El desarrollo del bypass cardiopulmonar
permitio a los cirujanos parar el corazén durante tiempos mas largos sin efectos importantes en el cerebro. A partir
de entonces, se reconocié que la induccién de la parada y el cese del flujo sanguineo al miocardio durante mas
tiempo que unos pocos minutos con el fin de realizar una cirugia complicada seria exponer el corazén al dafio
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isquémico. La hipotermia seguia siendo el método mas comunmente utilizado para proteger el corazon contra la
isquemia durante el bypass cardiopulmonar, aunque sin ningin método especifico para parar el corazén a excepcion
de la parada inducida por la isquemia.

El siguiente avance fue el concepto de una parada cardiaca reversible quimicamente usando una solucién con
mucho potasio. Este fue el primer concepto de protecciéon miocardica quimica. Se demostré que la soluciéon de
citrato de potasio utilizada tenia efectos perjudiciales sobre el miocardio que conducian a la necrosis miocardica y
mayor riesgo de mortalidad y, en consecuencia, el uso de la cardioplegia a base de potasio se hizo impopular. Se
describieron métodos alternativos de proteccién miocardica, tales como la fibrilacion intermitente de pinzamiento
cruzado y la oclusioén coronaria. Sin embargo, el uso de la cardioplegia se mantuvo en Alemania con el desarrollo de
la solucion de Bretschneider que tenia poco Na y nada de Ca. Fue utilizada clinicamente con éxito, convirtiéndose
en una de las primeras soluciones que se utilizaron habitualmente en la practica clinica.

Se encontré que los efectos perjudiciales de la solucidon a base de citrato de potasio ocurrian y se derivaban del
aumento de la osmolaridad debido a la alta concentracién de citrato en lugar de los niveles altos de potasio. Estos
resultados revivieron el concepto de cardioplegia en general y, de hiperpotasemia en particular. Poco después, se
desarrollé una formulaciéon con el potasio moderadamente elevado en el Hospital St. Thomas. Esta se conocié como
solucién cardioplégica del Hospital St. Thomas N° 1. El éxito de esta solucién en la proteccién del miocardio contra la
lesion por isquemia global y reperfusion, identificado como el "fendmeno del corazén de piedra”, la hizo ser utilizada
muy ampliamente. Posteriormente, la férmula original de la solucién cardioplégica del Hospital St. Thomas N° 1 se
modificé ligeramente a fin de crear la solucion cardioplégica del Hospital St. Thomas N° 2. Esta fue registrada con la
Autorizacion de Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos y rapidamente, se convirtié, con mucho, en la solucién
cardioplégica mas utilizada en todo el mundo y sigue siendo el patrén de oro de las soluciones cardioplégicas.

La presente invencién proporciona soluciones cardioplégicas mejoradas.
Intervalos de concentracion

Para uso humano en las preparaciones cardioplégicas, adecuadamente el esmolol esta presente en de 0,3 milimolar
a 1,5 milimolar. 0,3 milimolar es un punto final adecuado, que representa la primera concentracion de parada fiable
util de esmolol. Menos de 0,3 milimolar puede ser ineficaz para producir consistentemente la parada. 1,5 milimolar
de esmolol es un punto de extremo superior adecuado, ya que concentraciones mayores de 1,5 milimolar pueden
ser dificiles de aclarar fuera del sistema, o con mayor exactitud, la funcion del corazén a concentraciones superiores
a 1,5 milimolar de esmolol es menos buena que la funcién después de que concentraciones 1,5 milimolar o mas
bajas se eliminen:

De forma adecuada, para el uso humano la adenosina esta presente en las preparaciones cardioplégicas segun la
invencion en el intervalo de 0,1 a 1,5 milimolar. 0,1 milimolar es un punto final adecuado para este intervalo ya que
las concentraciones mas bajas de adenosina son ineficaces o menos eficaces en la reduccion de la cantidad de
esmolol necesaria para la parada. Por lo tanto, una concentracién de adenosina de 0,1 milimolar o concentraciones
mas altas es una concentracién fiable util para la reduccion eficaz de la cantidad de esmolol necesaria para la
parada. La adenosina 1,5 milimolar es un punto final superior adecuado para la concentracion de adenosina, ya que
el uso de una mayor concentracion de adenosina que 1 milimolar puede conducir a una recuperacion deteriorada.

Los intervalos de concentracion mas adecuados pueden ser los de la siguiente tabla:

Limite superior Limite inferior
[Esmolol] (mM) 1,5 0,3
[Adenosina] (mM) 1,5 0,1

De forma adecuada, para el uso humano en preparaciones cardioplégicas la adenosina y el esmolol estan presentes
en el intervalo de concentraciones derivables de la zona delimitada de la grafica en la figura 4, mas adecuadamente
de la zona rayada de la grafica en la figura 4.

Para las preparaciones cardioplégicas de la invencion, 0,3 milimolar (mM) de esmolol es una concentracion
particularmente adecuada. Esta concentracion proporciona una buena parada, y también tiene la ventaja de un buen
aclarado hacia fuera del sistema, y una buena recuperacion funcional para el corazén, una vez aclarado.
Claramente, como se explica en el presente documento, las concentraciones mas bajas de esmolol son mas
adecuadamente emparejadas con concentraciones mayores de adenosina segun los intervalos de concentracion
establecidos para las preparaciones cardioplégicas de la invencion.

Mas adecuadamente una preparacion cardioplégica segun la invencion comprende adenosina 0,25 mM y esmolol
0,6 mM.
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Velocidades de flujo y concentracion variables

Debe entenderse claramente que las soluciones cardioplégicas de la invencidon son adecuadamente para el uso
humano y por lo tanto las soluciones cardioplégicas de la invencion se discuten en términos de sus concentraciones
finales (es decir, su concentracion en uso cuando se administran a un sujeto humano). Para los corazones humanos,
no es probable que los efectos de viscosidad alteren las concentraciones finales de las sustancias utilizadas en las
soluciones cardioplégicas de la invencion de modo que las concentraciones descritas en este documento se aplican
igualmente a las soluciones cardioplégicas de la invencidon para su uso en sujetos humanos, si estas son
preparaciones coloides, cristaloides, basadas en sangre, o cualquiera de base intermedia/mixta.

Una preparacion de cristaloides es una solucion a base de agua. Esto ofrece la ventaja de alta velocidad de flujo y
de alto rendimiento de volumen. Por ejemplo, se pueden observar velocidades de flujo de 12 a 14 mililitros por
minuto en el corazén de la rata. Por lo tanto, con tales velocidades de flujo altas, se pueden utilizar concentraciones
correspondientemente mas bajas de ingredientes activos, tales como de esmolol 1 milimolar.

La cardioplegia sanguinea implica el uso de preparaciones con mayor viscosidad. Se consiguen velocidades de flujo
tipicas de 3 a 4 mililitros por minuto en el corazén de la rata. Por lo tanto, frente a una velocidad de flujo de
aproximadamente un tercio de la de una preparacion de cristaloides, la concentracion de ingrediente activo
normalmente se multiplica por 3 con el fin de proporcionar la misma tasa tedrica de entrega. En este ejemplo, si se
utiliza una concentracién de esmolol 1 milimolar con una preparacion de cristaloides que fluye a de 12 a 14 mililitros
por minuto, entonces la concentracion equivalente para la cardioplegia a base de sangre con una velocidad de flujo
de aproximadamente 3 a 4 mililitros por minuto es de esmolol 3 millimolar. Este método de conversién de valores
dados para las preparaciones de cristaloides a los valores adecuados para su uso en las preparaciones a base de
sangre se puede aplicar a lo largo de la invencion a menos que el contexto indique lo contrario, pero hay que tener
en cuenta que los valores que se expresan en este documento son tipicamente concentraciones finales (es decir, las
concentraciones de uso) para los seres humanos y por lo tanto se aplican por igual a cualquier tipo de preparacion.
Estas variaciones de velocidad de flujo estan destinadas principalmente a ayudar en la comprension de los sistemas
de modelo con los que se demuestra la invencion.

Por lo tanto se puede apreciar que las composiciones de cristaloides tienen mayores velocidades de flujo en la
perfusion en los sistemas de modelos animales utilizados. Por lo tanto, las composiciones de cristaloides pueden
'entregar' los ingredientes activos al corazén a un ritmo mas rapido en esos entornos. Por esta razon, las
composiciones de cristaloides utilizadas en los sistemas de modelo de corazones de animales pequefios pueden
comprender concentraciones mas bajas de los ingredientes activos esmolol y adenosina a la vez que se entrega la
misma dosis eficaz para la cardioplegia. Por supuesto, la distincion entre las soluciones basadas en cristaloides y las
basadas en sangre puede ser menos significativa si se utilizan soluciones hibridas, por ejemplo, soluciones diluidas
a base de sangre que comprenden, por ejemplo, 50% de base de sangre y 50% de base de cristaloides. Para
cualquiera de tales formas de realizacion entonces, las concentraciones de ingredientes activos tales como esmolol
y adenosina utilizadas deberian ser variadas en proporcion a la proporcion de sangre en la mezcla por ejemplo, para
una mezcla de 50:50 de sangre a cristaloide, las concentraciones deben ser 50:50 sangre a cristaloides es decir, la
mitad de la concentracién de sangre y mitad de cristaloides, y asi sucesivamente para otras proporciones.
Alternativamente, la concentracion de ingredientes activos utilizada se puede variar en proporcion a la viscosidad de
la mezcla resultante. Si la viscosidad de la mezcla esta a medio camino entre la sangre y los cristaloides entonces,
la concentracion utilizada debe estar a mitad de camino entre la de la sangre y la de los cristaloides (es decir, la
media de las dos concentraciones), y asi sucesivamente para otras proporciones. Mas adecuadamente la
concentracion de ingredientes activos para corazones de animales pequefos deberia variarse segun la velocidad de
flujo conseguida con las diferentes preparaciones. Por ejemplo, si se consigue una velocidad de flujo de 3 ml/min
con una preparacion a base de sangre y se consigue una velocidad de flujo de 6 ml/min con una preparacién mixta
entonces las concentraciones para la preparacion mixta pueden ser la mitad (es decir, 3/6) de las concentraciones
utilizadas con la preparacion que tiene una velocidad de flujo de solamente 3 ml/min. El principio subyacente es
apuntar a una "dosis de entrega' coherente como se define por los intervalos y valores dados en el presente
documento para diferentes composiciones. A pesar de esta discusion, que se proporciona para ayudar a la
comprension de las velocidades de flujo y de los efectos en los sistemas de modelo que se describen a
continuacion, es importante observar que las formas de realizacion de la invencién proporcionan las mismas
concentraciones de ingredientes activos para las soluciones cardioplégicas humanas, independientemente de si son
de soluciones cardioplégicas basadas en cristaloides o sangre.

Para facilitar la comprension, algunos de los intervalos mas amplios dados en el presente documento abarcan
composiciones a base de cristaloides y/o de sangre para uso humano; para evitar las dudas, el grafico de la figura 4
u otra orientacion especifica presentada en este documento deberian ser ventajosamente consultados a fin de
discernir las concentraciones mas adecuadas para una aplicacion dada por ejemplo a base de cristaloides o sangre
(o una forma de realizacién mixta si procede).

Esmolol

El esmolol (ASL-8052) (clorhidrato de esmolol) es una fenoxipropranolamina. El esmolol es un agente de bloqueo
del receptor adrenérgico beta 1 selectivo (cardioselectivo) con una duracion de accion muy corta (su semivida en la
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sangre es de aproximadamente 9 minutos). La molécula tiene un enlace éster en la posicion para del anillo de fenilo
que es responsable de la cardioselectividad del esmolol y de la duracion de accion ultracorta del farmaco. Esta
registrado en el Reino Unido para el tratamiento de la taquicardia supraventricular, hipertension post-operatoria y
sindrome de taquicardia (BNF).

El clorhidrato de esmolol es:

Clorhidrato de ()-metil p-[2-hidroxi-3-(isopropilamino) propoxi] hidrocinnamato y tiene la siguiente estructura:

CH;0,CCH,CH, OCH,CHOHCH,NHCH(CHa) «HC!

El clorhidrato de esmolol tiene la férmula empirica C1sH26NO4CIl y un peso molecular de 331,8. Tiene un centro
asimétrico y existe como un par enantiomérico. El clorhidrato de esmolol es un polvo cristalino blanco a blanquecino.
Es un compuesto relativamente hidréfilo que es muy soluble en agua y libremente soluble en alcohol. Su coeficiente
de reparto (octanol/agua) a pH 7,0 es 0,42 en comparacion con 17,0 para el propranolol.

El esmolol se puede disolver en agua. El esmolol se proporciona adecuadamente como una solucién acuosa madre
(750 mmoles/l). El contenido de la solucién/tampén de esmolol tipica de fuentes disponibles comercialmente
comprende: trihidrato de acetato de sodio, acido acético, propilenglicol, etanol, HCI para ajustar el pH.

El esmolol esta ampliamente disponible. El esmolol puede de manera adecuada ser obtenido de Orpha-Devel
Handels und Vertriebs GmHB, Austria. Este proveedor suele proporcionar una solucién madre en viales de 750
mmoles/l. Alternativamente el esmolol pueden obtenerse como Brevibloc® de Baxter, ya sea como una solucion
madre 0 como una preparacion mas diluida.

Adenosina

La adenosina es un nucledsido de purina. Es un nucledsido endégeno que ocurre en todas las células del cuerpo. La
adenosina (CAS 58-61-7) tiene la férmula C1oH13N5O4 y el nombre sistematico (2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-
9-il)-5-(hidroximetil)oxolano-3,4-diol (o0 6-amino-9-beta-D-ribofuranosil-9-H-purina).

La adenosina es un polvo cristalino blanco. Es soluble en agua y practicamente insoluble en alcohol. La solubilidad
aumenta por calentamiento y la disminucién del pH de la solucion.

La adenosina se proporciona adecuadamente en forma de polvo y se disuelve en agua.

La adenosina esta ampliamente disponible. La adenosina puede obtenerse de manera adecuada como un polvo de
Sigma Inc. Se debe prestar atencion a la pureza de los compuestos para asegurar que se utiliza material de grado
humano. Un numero de proveedores proporcionan material de grado clinico, por ejemplo, Adenoscan™ o
Adenocard® (de Astellas Pharma Inc., Estados Unidos) se proporciona en forma de polvo para diluir en agua. Un
vial de Adenoscan™ contiene una solucion estéril, no pirogénica de 3 mg/ml de adenosina y 9 mg/ml de cloruro
sédico en agua para inyeccion, gs. El pH de la solucién es de entre 4,5y 7,5.

Diluyentes/Cofactores
Adecuadamente, la solucion cardioplégica comprende potasio (K+) 4-20 mM, mas adecuadamente 5 mM.

Los efectos protectores pueden mejorarse mediante componentes adicionales, tales como el magnesio y/o la 2,3
butanodiona monoxima (BDM).

Magnesio

El magnesio tiene la ventaja de dirigirse al canal de calcio sarcolemal de tipo L, asi como de aumentar las
propiedades de proteccion antiisquémicas de la solucion.

Adecuadamente, la solucion cardioplégica comprende de 1 a 16 mmoles de magnesio (Mg2+); adecuadamente, la
solucion cardioplégica comprende Mg2+ 16 mM. Esto tiene la ventaja de mejorar la proteccion. Por otra parte, el uso
de ciertas concentraciones de magnesio puede disminuir ligeramente la concentracién minima de esmolol/adenosina
necesaria para lograr la parada. El intervalo de concentraciones de Mg2+ para lograr este beneficio puede estar
entre 1 a 20 mM, adecuadamente de 2 a 16 mM. Los ejemplos de las concentraciones de Mg2+ pueden incluir
concentraciones de magnesio de 5, 10, o 15 mmoles/l de Mg2+; mas adecuadamente 10 mmoles/l de Mg2+.
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Butanodiona monoxima (BDM)

BDM tiene la ventaja de dirigirse a las miofibrillas intracelulares, inhibiendo la activacion de los miofilamentos por los
iones de calcio.

Adecuadamente, la solucion cardioplégica comprende una cantidad eficaz de un desensibilizador de calcio tal como
2,3 butano diona monoxima (BDM). Esto tiene la ventaja de mejorar la proteccion y/o mejorar la recuperacion.

Concentraciones de ejemplo de BDM pueden incluir BDM de 5-20 mM, mas adecuadamente BDM de 5-15 mM.
Concentraciones de BDM preferidas especificas pueden incluir 5, 10, 15 o 20 mmoles/l de BDM, mas
adecuadamente 5, 10 o 15 mmoles/| de BDM.

Una ventaja adicional de utilizar magnesio/BDM en la solucion de la invencion es que el uso de uno o mas de estos
componente(s) adicional(es) puede permitir una mayor optimizacién de las concentraciones de esmolol y adenosina
en la solucion cardioplégica. Mas especificamente, la incorporacion de estos componente(s) adicional(es) puede
permitir la reduccién de las concentraciones de esmolol y/o adenosina en la composicion. Por ejemplo, los efectos
de las concentraciones éptimas de magnesio y BDM combinados establecidos anteriormente con los cambios en las
combinaciones de concentracion de esmolol (0,3, 0,4, 0,5, 0,6 mmoles/l) y adenosina (0,15, 0,20, 0,25 mmoles/l)
pueden ser ventajosos.

Adecuadamente, la solucion cardioplégica comprende solucion de Hartmann.
Adecuadamente, la solucion cardioplégica comprende solucion de Ringer.
Adecuadamente, la solucion cardioplégica comprende tampon de Krebs-Henseleit (KHB).

Adecuadamente, la composicién de cristaloides carece de proteinas o tiene un contenido de proteina reducido o
agotado.

Adecuadamente, la composicion de cristaloides imita los constituyentes idnicos del plasma.

Los diluyentes pueden ser solucion salina, sangre, dextrosa o cualquier otra solucion cristaloide fisiolégica o coloide
fisiolégica con los electrolitos fisiolégicos Na+, K+, Cl, Ca2+, Mg2+, glucosa, u otros componentes.

Ca2+ bajo y Na+ muy bajo en las composiciones de cristaloides también podrian potenciar el efecto de parada de la
combinacion de la invencion lo que puede disminuir ventajosamente las concentraciones minimas de la combinacion
de esmolol y adenosina. Adecuadamente, pueden utilizarse [Ca2+] de 0,5 a 2,5 mM y [Na+] de 20 a 15 mM (mas
adecuadamente 100-140 mM) para lograr este beneficio.

Otros componentes

La composicion de la invencion puede comprender ademas uno o mas de otros agentes que se sabe tienen
propiedades de proteccion del miocardio tales como bloqueantes del canal de Na y/o calcio, abridores del canal de
potasio, desensibilizadores de calcio pueden ser incluidos como un componente adicional a la composicion de la
invencion. Cualquiera de tales componentes adicionales se usa adecuadamente para mejorar la proteccion contra la
isquemia. La induccion de la parada se lleva a cabo por la combinacion esmolol - adenosina y por lo general no se
utilizan mas componentes adicionales para la parada. Es posible que algunas formas de realizacién puedan incluir
una concentracion muy pequefia de lidocaina por ejemplo <0,1 mM. Se trata de una cantidad no de parada de
lidocaina. La inclusién de una cantidad tal no de parada de lidocaina no distorsiona la invencién. Ademas, la
inclusion de lidocaina de la técnica anterior fue en concentraciones significativamente mas altas y de parada, tales
como no menos de 0,6 mM, por lo tanto, incluso en las formas de realizaciéon de la invencion que incluyen niveles
minimos de lidocaina, permanece diferente de la técnica anterior ya que las concentraciones usadas no se solapan
con las de (por ejemplo) la publicacion de Dobson documento de patente del Reino Unido GB 2 436 255 A. Mas
adecuadamente se omite la lidocaina o especificamente se excluye de las composiciones de la invencion.

Administracion

Adecuadamente, el sujeto tratado es un sujeto humano.

Adecuadamente la administracion es a un ser humano.

Adecuadamente, las dosis/concentraciones proporcionadas en este documento son para aplicaciones humanas.

Las soluciones cardioplégicas de la invencion se administran segin cualquier técnica adecuada conocida en la
técnica. La selecciéon del modo particular de administracién se hace tipicamente por el operador experto tal como el
cirujano.

Tipicamente, en un entorno clinico para un sujeto humano adulto, se puede administrar un litro de solucion
cardioplégica. Este volumen se administra tipicamente independientemente de las consideraciones de velocidad de
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flujo que se han explicado en conexion con los sistemas de modelos que se utilizan para demostrar la invencion.
Esta dosis inicial puede estar seguida de infusiones mas pequefas a intervalos adecuados para mantener la parada
por ejemplo, 300 mililitros de solucidon se pueden administrar en 20-30 minutos después de la infusion de parada
principal. Los voliumenes no se suelen variar segun las velocidades de flujo —la velocidad de flujo/efecto de la
viscosidad es poco probable que afecte a los corazones de animales grandes tales como los corazones humanos.
Las concentraciones de los ingredientes activos dadas a lo largo de la aplicaciéon son tipicamente concentraciones
finales usadas independientemente de las consideraciones de las velocidades de flujo para aplicaciones humanas.

Las soluciones cardioplégicas se administran normalmente por infusién en el origen de la aorta después de la
aplicacion del pinzamiento cruzado, y, en consecuencia son entregadas de forma anterégrada en las arterias
coronarias. Es normal entregar un volumen de infusiéon de 1 litro de cualquiera de cardioplegia cristaloide o de
sangre de esta manera a una presion de infusion de alrededor de 60 a 80 mm Hg durante un periodo de 2 a 3
minutos. Esta también podria ser aplicada directamente en las arterias coronarias. Infusiones posteriores pueden
administrarse después de 20-30 minutos de la isquemia global dependiendo de la presunta duracion de la isquemia
para corregir la lesidon quirdrgica. Como alternativa (o en combinacion) la infusion retrégrada podria ser utilizada via
el seno coronario a través de las venas coronarias de vuelta a las arterias coronarias.

La infusiéon puede ser continua o intermitente. Adecuadamente, se utiliza la infusién intermitente.

Adecuadamente, la solucion cardioplégica no se administra (por ejemplo no se infunde) en condiciones
normotérmicas (es decir, 37 grados centigrados), adecuadamente la solucion cardioplégica se administra a 36
grados centigrados o menos. Adecuadamente, la solucion cardioplégica se administra a partir de 4 a 32 grados
centigrados ("frio" a 'tibia'). Adecuadamente, la solucidon cardioplégica se administra a 30-32 grados centigrados
(‘cardioplejia tibia'). Adecuadamente, la solucion cardioplégica se administra a temperatura ambiente tal como 22-24
grados centigrados, adecuadamente a 24 grados centigrados.

Las temperaturas se refieren a la temperatura de la solucién cardioplégica en la infusion; claramente la temperatura
del miocardio resultante variara segun la temperatura de la infusién asi como la temperatura corporal del sujeto y
otros factores.

El término 'para uso" adecuadamente también abarca una temperatura eficaz para la infusiébn es decir
adecuadamente una composicion de la invencion para uso en la cardioplegia humana es para uso a una
temperatura eficaz tal como para uso a temperatura ambiente.

Las composiciones de la invencion son las mas adecuadas para los pacientes con un bypass cardiopulmonar en
cirugia cardiaca que por lo general significa que el personal médico tiene el control total del sistema cardiovascular
del paciente y la presion arterial (bypass cardiopulmonar), del estado neurolégico (bajo anestesia general) y del
sistema respiratorio (ventilacion mecanica artificial).

Otras aplicaciones y ventajas

En un aspecto amplio la invencion se refiere al uso de esmolol y adenosina en combinacién como una composicion
de parada tal como una composicion cardioplégica.

En un aspecto amplio adicional, la invencién se refiere al uso de la adenosina como un potenciador de la
cardioplegia inducida por esmolol.

En un aspecto amplio adicional, la invencion se refiere al uso de esmolol como un agente de parada en presencia de
la adenosina.

Adecuadamente, la invencién excluye especificamente el uso de agentes de parada toxicos, tales como la lidocaina.

Es una ventaja de la invenciéon que puede darse libremente tanta solucion cardioplégica como sea necesario a un
sujeto sin tener que limitar la administracion debido a las preocupaciones respecto a los efectos secundarios tales
como la toxicidad.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra graficos

La Figura 2 muestra graficos

La Figura 3 muestra graficos

La Figura 4 muestra un grafico

La Figura 5 muestra un grafico de barras

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2589030 T3

La invencion se describe a continuacion por medio de ejemplos. Estos ejemplos pretenden ser ilustrativos, y no
pretenden limitar las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Antecedentes de la seccién de los ejemplos:

Es un objetivo proporcionar una solucién cardioplégica que ofrece una mejora sobre la mejor solucién cardioplégica
estandar actual la solucion de cardioplegia de St. Thomas mediante la creacion de una solucién que para el corazén
sin cambiar la membrana en reposo. Los siguientes criterios pueden ser considerados:

* inducir una parada cardiaca rapida (idealmente) en diastole.
* retrasar la aparicion de la lesion irreversible causada por la isquemia global.

Estos conceptos han permanecido en gran medida limitados a la investigacion con animales durante los Ultimos 30
afos con casi todos los agentes explorados que nunca han sido probados en seres humanos. Esto es
principalmente porque la mayoria de estos agentes son necesarios en grandes cantidades para inducir una parada
eficaz.

Estas cantidades pueden no ser seguras para usar en los pacientes porque se acumulan en el cuerpo debido a la
lentitud del metabolismo en el higado y el rifién durante el bypass cardiopulmonar en la cirugia cardiaca. Debido a
este problema potencial en el disefio de posibles soluciones cardioplégicas se proponen dos criterios adicionales
que el agente cardioplégico debe cumplir:

* Ser reversible rapidamente una vez eliminado de manera que la funcién del corazon y la derivacion extracorpérea
se interrumpan tan pronto como sea posible.

* No tener efecto téxico o que sea minimo sobre otro 6rgano que pueda persistir despés de la interrupcion del
bypass cardiopulmonar. Esto puede aumentarse asegurandose de que los niveles de concentracién en plasma en la
circulacion periférica se encuentran dentro del margen de seguridad de cada agente farmacoldgico que se utiliza en
la solucién cardioplégica.

Esto sugiere que cualquier agente farmacolégico se deberia utilizar en cantidades suficientes para causar la parada
y que al mismo tiempo se pueda invertir y eliminar del cuerpo de forma rapida y fiable de una manera independiente
del higado o los rifiones. Ejemplos de un agente tal son farmaco(s) metabolizado(s) por las células rojas de la
sangre (eritrocitos).

El esmolol es un B-bloqueante de accién ultracorta con una vida media de 9 minutos debido al rapido metabolismo
por las estearasas de las células rojas. El esmolol en concentraciones bajas (0,01-0,1 mmoles/l) se utiliza como -
bloqueante para la proteccion del miocardio, hipertension y taquicardia. Debido a sus propiedades de proteccion del
miocardio en estas concentraciones se ha incluido como parte de una composiciéon de la técnica anterior para
soluciones cardioplégicas junto con un bquueante del canal de Na, como la lidocaina (0,5 mmoles/l) y un abridor del
canal de K (adenosina 0,2 mmoles/l) El efecto de parada esta basado en la induccion de la parada por el
bloqueante del canal de Na lidocaina® que se sabe que es toxico a estas concentraciones, debido a su Ienta
eliminacién del cuerpo como se ha demostrado por Yamaguchi y colegas en un modelo cardioplégico in vivo®. La
misma limitacion se aplica a casi todos los demas conceptos de parada polarizada que han sido explorados tal como
bloqueantes de los canales de Ca y abridores del canal de potasio. Esto ha conducido al fracaso de la transferencia
de estos conceptos a la practica clinica en la técnica anterior.

El esmolol a concentraciones superiores a 1 mmol/l puede causar un paro cardiaco y puede ser utilizado como un
agente cardioplégico a través de un efecto no relacionado con su accion (- bloqueante y demuestra tener un
resultado comparable a la cardioplegia de St. Thomas en los estudios in- -vitro* °. Sin embargo, el esmolol (1,5
mmoles/l) ha demostrado ser lentamente reversible con mala recuperacion en corazones de rata perfundidos de
Langendorff mientras que la parada con esmolol (0,75 mmoles/l) fue facilmente reversible®. Se encontré que esta
cantidad de esmolol no era suficiente para inducir la parada eficaz por si solo.

Velocidad de flujo

La invencion se ejemplifica con referencia al modelo aceptado en la técnica, que utiliza los corazones de las rata.
Aunque este es el sistema modelo aceptado y por lo tanto considerado como un excelente indicador de la eficacia
en seres humanos, se debe tener en cuenta que los corazones de rata tienen un volumen muy bajo de arteria
coronaria. Esta es una razon por la qué las soluciones cardioplégicas de viscosidades diferentes (por ejemplo
cristaloides vs sangre) pueden comportarse de forma ligeramente diferente en el sistema modelo utilizado para
ejemplificar la invencion. Por ejemplo, cuando se utiliza una solucion cardioplégica a base de sangre en un sistema
de corazodn de rata, las concentraciones de los ingredientes activos esmolol y adenosina se aumentan de manera util
con respecto a los utilizados en las preparaciones de cristaloides. Una razén de este aumento se debe al aumento
de la viscosidad de la solucion cardioplégica a base de sangre. Esto puede conducir a una velocidad de flujo inferior,
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y por lo tanto a una velocidad de suministro nominal mas bajo para una concentracion dada de los ingredientes
activos. Por esta razoén, las concentraciones de ingredientes activos en soluciones cardioplégicas a base de sangre
estan tipicamente aumentadas, lo que tiene la ventaja de mantener una velocidad de suministro deseable a pesar de
la tasa de perfusion baja de la solucion cardioplégica a base de sangre mas viscosa. Como una regla general las
concentraciones de esmolol/adenosina utilizadas en preparaciones a base de sangre son aproximadamente tres
veces las concentraciones usadas en las preparaciones de cristaloides y viceversa. Sin embargo, por las razones
explicadas anteriormente, ésto tipicamente sélo se aplica a los corazones pequefios como los corazones de ratas
utilizadas en los sistemas modelo. La solucién del hospital St. Thomas es el estandar de oro de cristaloides y sangre
en las mismas concentraciones finales en seres humanos para ambos. Esto apoya la idea de que la variacién del
flujo coronario es poco probable que sea un problema en las soluciones cardioplégicas de la invencién (ya sea de
sangre o cristaloide) en el uso humano.

Ejemplo 1: Combinaciones de esmolol y adenosina

El esmolol y la adenosina son inactivados rapidamente por las estearasas de los glébulos rojos de la sangre y la
adenosina desaminasa del vaso sanguineo, respectivamente. Esto hace la eliminacion de estos agentes rapida e
independiente de los rifiones o el higado, contrariamente a la mayoria de otros agentes farmacolégicos utilizados
como agentes de parada en la cardioplegia. Esto hace de estos dos agentes una combinacion eficaz para ser
utilizada en una preparacion cardioplégica tal como una preparacion de cristaloides a altas concentraciones para
parar el corazon y, al mismo tiempo que se puedan borrar del sistema mas rapida y efectivamente cuando el
corazoén esté listo para ser iniciado durante la cirugia cardiaca, por ejemplo, por lavado del farmaco con la sangre
reperfundida.

Ensefiamos el uso de esmolol a concentraciones superiores a su efecto B-bloqueante (0,01-0,1 mmoles/litro) para
inducir la parada y afadimos la adenosina como agente de parada sinérgico con el fin de utilizar cantidades mas
bajas de esmolol, y aun asi sorprendentemente inducen la parada efectiva. Esta combinacion tiene la ventaja de
hacerla facilmente reversible.

Mostramos esta combinacion para que sea superior a la cardioplegia STH en la proteccion del miocardio y
recuperacion post isquémica. Se demuestran dosis y efectos especificos en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 2: Determinacioén de la dosis
Todos los siguientes experimentos fueron realizados en un corazén de rata perfundido de Langendorff.

El primer estudio consiste en determinar la reversibilidad de esmolol a diferentes concentraciones después del
tratamiento con esmolol durante 10 minutos que después del lavado sin isquemia y LVDP se midi6 9 minutos
después de comenzar el tratamiento y 3 minutos y 15 minutos después del lavado del farmaco.

Se estudiaron las siguientes dosis 0,03, 0,1, 0,3, 1,3 mM (n=5 cada grupo); se requiere 1 mM de esmolol para
inducir la parada pero 0,3 mM tuvo un mejor perfil de reversibilidad (recuperacion de LVDP) (Figura 1). Por
consiguiente, se decidio la concentracion de esmolol entre 0,3 y 1 mM que ofrecia un efecto de parada razonable
con buen perfil de reversibilidad.

Ejemplo 3: Dosificacion de la combinacion

La adenosina se afiadié al esmolol (0,6 mM) en las siguientes concentraciones: 0,125 mM, 0,25 mM, 1 mM. Con
isquemia de 30 minutos normotérmica (37° C).

Con esmolol 0,6 mM + adenosina 0,125 mM el tiempo de parada fue prolongado (70 segundos). (Tabla 1)

Con esmolol 0,6 mM + adenosina 1 mM el tiempo de parada fue rapido pero la recuperacion fue deficiente de 6 a
40% (Tabla 2)

Se decidioé entonces estudiar la adenosina a 0,25 mM que da tiempo de parada aceptable (50 segundos) con una
recuperacion razonable

Tabla 1
Esmolol Adenosina Tiempo de parada (segundos)
0,6 mM 0,125 mM 70
0,6 mM 0,25 mM 53
0,6 mM 0,5 mM 50
0,6 mM 1,0 mM 38
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Tabla 2

Ejemplos de diferentes concentraciones de esmolol+adenosina (30 minutos de isquemia a 37° C)

Esmolol Adenosina | Linea de | 10 20 30 40 50 60

base
minutos | minutos | minutos | minutos | minutos | minutos

0,6 mM 0,25 mM 135 45 55 70 77 75 78 LVDP
291 276 275 278 279 278 274 HR
6 60 57 53 51 51 53 EDP

33,33 40,74 51,85 57,04 55,56 57,78 LVDP

(Y%base)
0,6 mM 1mM 156 10 20 37 63 64 62 LVDP
333 240 260 290 287 274 282 HR
4 80 70 63 64 61 65 EDP
6,41 12,82 23,72 40,38 41,03 39,74 LVDP
(Y%base)
0,6 mM 0,125 mM | 127 18 21 43 61 65 72 LVDP
360 262 264 275 252 230 230 HR
4,5 85 67 57 51 54 52 EDP

14,17 16,54 33,86 48,03 51,18 56,69 LVDP

(Y%base)
0,6 mM 0,25 mM 134,8 50,5 83,75 86,18 91,19 88,93 83,31 LVDP
276,6 254 247 1 2434 240,2 241,9 2435 HR
4,98 57,54 44,42 43,61 45,74 47,14 48,22 EDP
76,86 97,89 94,75 89,97 84,62 78,91 76,86 LVDP
(Y%base)

Ejemplo 4: Estudio Comparativo

Se comparé el (esmolol 0,6 MM + adenosina 0,25 mM) con (lidocaina 0,6 + adenosina 0,25) y la cardioplegia STH
bajo normotermia, es decir, 37 grados centigrados (n = 5) (Figura 2). No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los 3 grupos, pero la normotermia (37 grados centigrados) no es la practica normal y la hipotesis
fue que la detencion polarizada ofreceria una mejor proteccion a temperaturas mas bajas, que es la practica en la
cirugia cardiaca.

Por lo tanto, se pasé a demostrar que la combinacion de esmolol y adenosina era superior a la cardioplegia STH en
la proteccion del miocardio isquémico y la recuperacion postisquémica a temperaturas subnormotérmicas. Para
demostrar esto aleatorizamos 3 grupos de corazones de ratas Wistar macho (6 corazones cada uno) perfundidos en
el modo de Langendorff con estabilidad de 20 minutos a 37° C con tampdn de Krebs-Henseleit (KHB), la parada
cardioplégica se indujo usando una de las siguientes 3 soluciones: STH, lidocaina (0,6 mmoles/litro) + adenosina
(0,25 mmoles/litro) en KHB y esmolol (0,6 mmoles/litro) + adenosina (0,25 mmoles/litro) en KHB, a continuacion, los
corazones se expusieron a un periodo de isquemia prolongado a temperatura ambiente (24 grados centigrados) de 4
horas con multiples infusiones (de 3 minutos de duracion) en intervalos de 30 minutos. Después de este periodo de
isquemia prolongado el corazén fue reperfundido; con esto se imita en gran medida una operacion de cirugia
cardiaca prolongada. Los resultados demuestran la superioridad del esmolol + adenosina.
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El experimento se realizé en cardioplegias de infusion multiple en intervalos de 30 minutos durante 4 horas a
temperatura ambiente (24 grados centigrados) (n = 5) lo que imita una operacioén cardiaca muy larga. El esmolol 0,6
mM + adenosina 0,25 mM mostré mejor perfil de recuperaciéon como se demuestra en la figura 3.

Por lo tanto la eficacia de la invencion se demuestra con los datos estadisticamente significativos.
Referencias a los ejemplos 1-4:

1. Dobson GP. Organ arrest, protection, and preservation; natural hibernation to cardiac surgery. Compt Biochem
Physiol B Biochem Mol Biol 2004: 139: 469-485.

2. Dobson GP, Jones MW. Adenosine and lidocaine: a new concept in nondepolarizing surgical myocardial arrest,
protection, and preservation. J Thorac Cardiovascular Surg. 2004; 127 (3): 794-805.

3. Yamaguchi S, Watanabe G, Tomita S, Tabata S. Lidocaine-magnesium blood cardioplegia was equivalent to
potassium blood cardioplegia in left ventricular function of canine heart, Interact Cardiovascular Thorac Surg Vol 6;
2007: 172-176.

4. Bessho R, Chambers DJ. Miocardial protection: the efficacy of an ultra-short-acting beta-bloquer, esmolol, as a
cardioplegic agent. J Thorac Cardiovascular Surg. 2001; 122 (5): 993-1003.

5. Bessho R, Chambers DJ. Myocardial protection with oxigenerated esmolol cardioplegia during prolonged
normothermic ischemia. J Thorac Cardiovascular Surg. 2002: 124: 340-351.

6. Pirk J, Kolar F, Ost'adal B, Sedivy J, Stambergova A, Kellovsky P. The effect of the ultrashort beta-bloker esmolol
on cardiac funtion recovery: an experimental study. Eur J Cardiothorac Surg. 1999; 15 (2): 199-203.

Ejemplo 5: Pares de concentraciones de esmolol / adenosina de ejemplo

Se apreciara que un concepto clave subyacente de la invencion es la relacion especial entre las concentraciones de
esmolol y de adenosina en las composiciones cardioplégicas descritas en este documento. En particular, el uso de
ciertos niveles de adenosina permite de forma correspondiente la parada efectiva mediante niveles mas bajos del
esmolol. Por supuesto que hay limites mas bajos, como se establece en el presente documento, por debajo de los
cuales los efectos son menos fiables o0 menos ventajosos. Del mismo modo hay limites superiores los que es
ventajoso evitar exceder, por razones tales como la recuperacion deteriorada si se superan los limites. Con el fin de
ayudar a entender y definir mas las cantidades interrelacionadas de esmolol y adenosina en las composiciones de la
invencion, se presentan ejemplos de emparejamientos como se define en las siguientes figuras.

La Figura 4 muestra un grafico de la concentracion de adenosina frente a la concentracién de esmolol para
soluciones cardioplégicas particularmente adecuadas de la invencion.

Estos graficos definen pares eficaces de concentraciones de adenosina/esmolol segun la presente invencion. El
area delimitada por las lineas en el grafico representa las concentraciones de los pares de esmolol/adenosina mas
adecuados, activos y eficaces. Los pares de concentraciones fuera de las zonas delimitadas adecuadamente no se
utilizan segun la presente invencion.

Sera evidente que para una concentracion dada de uno de los componentes, hay concentraciones alternativas del
otro componente. Por ejemplo, en referencia a la Figura 4, para una concentracion de (por ejemplo) esmolol1 mM,
una concentracion de adenosina de aproximadamente 0,12-0,72 mM seria adecuada. A la inversa, para una
concentracion dada de (por ejemplo) adenosina1l mM, una concentracion de esmolol de aproximadamente 0,45-0,82
mM seria adecuada. Por lo tanto existe una linea tedrica en el grafico para cualquier concentracion dada de un
primer componente, y esa parte de la linea dentro de la zona delimitada del grafico define concentraciones
adecuadas del segundo componente que puede ser utilizado en combinacidon con dicha concentracion dada del
primer componente. Es evidente que no importa cual de esmolol o adenosina es el primer o segundo componente, el
grafico se puede usar de la misma manera para elegir las concentraciones eficaces para el segundo componente
dada cualquier concentracion eficaz del primer componente. Por lo tanto se demuestra cémo los graficos se pueden
utilizar para derivar intervalos de concentraciones eficaces para los dos componentes dados a una concentracion
elegida solamente para uno de ellos.

Igualmente, si no hay una concentracién particular de uno de los componentes, los graficos se pueden utilizar para
definir combinaciones pareadas simplemente seleccionando un punto dentro del area delimitada y la lectura de las
concentraciones de esmolol y adenosina de los ejes apropiados para ese punto.

Por otra parte, los limites exteriores del area delimitada proporcionan informacién adicional sobre como trabajar la
invencion mediante la definicion de los posibles extremos de los intervalos de concentraciones preferidos para
esmolol y adenosina. Por ejemplo, segun la figura 4 la concentracion de esmolol puede variarse desde 0,3 mM a 1,5
mM vy la de adenosina puede variarse desde 0,1 mM a 1,5 mM.
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La forma del area delimitada también arroja luz sobre las restricciones de las dosis/concentraciones eficaces. Por
ejemplo, cerca de los limites exteriores de los intervalos de trabajo de adenosina/esmolol segun la presente
invencion, el rango de concentraciones aceptables para el segundo componente es correspondientemente mas
estrecho. Por lo tanto, con referencia a la figura 4, si la concentracién de esmolol utilizado esta en el limite inferior de
0,3 mM, entonces, la cantidad de adenosina utilizada necesita ser correspondientemente mayor en 1,5 mM, mientras
que para un valor de gama media de la concentracion de esmolol tal como 0,9 mM, la cantidad de adenosina
utilizada puede variar mas ampliamente desde alrededor de 0,125 mm a aproximadamente 0,9 mM. Asi, los graficos
se pueden utilizar para leer los intervalos mas preferidos de concentraciones para emparejamientos o formas de
realizacion particulares.

Debe tenerse en cuenta que el grafico de la figura 4 es particularmente adecuado para preparaciones cardioplégicas
humanas de la invencion.

Con referencia a la figura 4, la mayoria de los pares preferidos de concentraciones de esmolol y adenosina para
realizaciones de la solucién cardioplégica de la presente invencion estan comprendidos en la seccién sombreada de
la grafica, que se produce dentro del area delimitada de la grafica. Por lo tanto, dentro de los pares de
concentraciones eficaces dados a conocer por el area delimitada, pares en particular adecuados de concentraciones
se dan a conocer por el area sombreada; igualmente sera evidente que los intervalos particularmente adecuados de
concentraciones de esmolol y adenosina se describen en los limites superior e inferior de la zona rayada en las
dimensiones x e y respectivamente. Ademas, las cuatro casillas negras de la figura 4 representan formas de
realizacion seleccionadas; las dos formas de realizacion representadas por las casillas negras dentro de la zona
sombreada son especialmente preferidas.

Ejemplo 6: Optimizacion de las concentraciones del cofactor

Hemos demostrado una mejor proteccion durante y después de la isquemia en corazones de rata aislados utilizando
composiciones de la invencién cuando se comparan con STH.

En este ejemplo extendimos estos estudios y desarrollamos la solucién cardioplégica examinando si los efectos
protectores se pueden mejorar mediante componentes adicionales (cofactores) tales como magnesio y/o 2,3
butanodiona monoxima (BDM).

El uso de estos componentes adicionales puede permitir una optimizacion de las concentraciones de adenosina y
esmolol en la solucién cardioplégica.

Se demuestra que, cuando 0,6 mmoles/I de esmolol y 0,25 mmoles/| de adenosina se utilizan en combinacion, se
observa una protecciéon mejorada en comparacion con STH en corazones de ratas sometidas a 4 horas de isquemia
global (con infusiones intermitentes cada 20 minutos para imitar los protocolos realizados en la sala de operaciones).

Aqui se utiliza el mismo procedimiento de isquemia/reperfusién para examinar la proteccion del corazén mediante la
solucién de esmolol+adenosina anterior, con las siguientes modificaciones:

(i) efectos del aumento de las concentraciones de magnesio (5, 10, 15 mmoles/l),
(i) efectos del aumento de las concentraciones de BDM (5, 10, 20 mmoles/l),

(iii) efectos de las concentraciones de magnesio y BDM 6ptimos combinados establecidos anteriormente con los
cambios en las combinaciones de concentracion de esmolol (0,3, 0,4, 0,5, 0,6 mmoles/l) y adenosina (0,15, 0,20,
0,25 mmoles/l)

(iv) efectos de la solucion optima establecida en (iii) en comparacion con STH en isquemia normotérmica e
hipotérmica,

(V) efectos de la solucion dptima establecida en (i) cuando se utiliza como una solucién basada en sangre (como se
usa mas frecuentemente en el ambito clinico) en comparacién con una STH basada en sangre tanto temperaturas
hipotérmicas como tibias.

Con respecto a la incorporacion de magnesio, se presentan los siguientes datos:

Tabla 3 Linea de base % 30 min. reperfusion % 60 min. reperfusion %
Ade+Es n=2

HR 280 290 299

LVDP 98 100 | 57 58,16 | 56 57,14
EDP 0 36 33,5
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Ad, Es Mg 5 n=2

HR 300 237 263
LVDP 101 100 | 49 48,51 | 53 52,48
EDP 7 72,5 66

Ad, Es Mg 10 n=3

HR 290 267 269
LVDP 114,3 100 | 78,3 68,50 | 74,3 65,00
EDP 3 35 33,3

Ad, Es Mg 15 n=3

HR 310 300 304
LVDP 116,3 100 | 59,6 51,25 | 63 54,17
EDP 2,6 45 39,6

Se hace referencia a la figura 5 que muestra un grafico de barras de los datos de 30 minutos de reperfusion para
diferentes concentraciones de Mg.

Por lo tanto, puede apreciarse que magnesio 10 mM ofrece una ventaja particular de recuperacion mejorada (LVDP
después de la reperfusion). Por lo tanto adecuadamente la composicion de la invencién comprende magnesio 10
mM.

Siguiendo este procedimiento para otros aditivos y/o otras concentraciones de Mg, el trabajador experto puede
optimizar ain mas las concentraciones de tales elementos en las composiciones de la invencion.

Diversas modificaciones y variaciones de los aspectos y realizaciones de la presente invencion descritos seran
evidentes para los expertos en la técnica sin apartarse del alcance de la presente invencion. Aunque la presente
invencion ha sido descrita en conexion con realizaciones preferidas especificas, debe entenderse que la invencion
segun se reivindica no debe limitarse indebidamente a dichas realizaciones especificas. De hecho, diversas
modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invenciéon que son evidentes para los expertos en la
técnica se pretende que estén dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion para uso en cardioplegia, dicha composicion comprende
(i) esmolol; y
(i) adenosina,

en donde en uso la concentracion de dicho esmolol esta en el intervalo de 0,3-1,5 mM, y en donde en uso la
concentracion de dicho adenosina esta en el intervalo de 0,1-1,5 mM y en donde el producto de la concentracion de
esmolol y de adenosina es al menos 0,15.

2. Una composiciéon para uso segun la reivindicacion 1, en donde la concentracion de esmolol esta en el
intervalo de 0,5a 1,5 mM

3. Una composicién para uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde las concentraciones de
esmolol y adenosina corresponden a un unico punto en el area delimitada en la grafica de la Figura 4.

4. Una composicion para uso segun la reivindicacion 3, en donde la concentracion de esmolol y de adenosina
corresponde a un unico punto en el area sombreada en la grafica de la Figura 4.

5. Una composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el producto de la
concentracion de esmolol y de adenosina es al menos 0,3.

6. Una composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha composicion
comprende una preparacion de sangre.

7. Una composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha composicion
comprende una preparacion de cristaloides.

8. Una composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha
composicion comprende esmolol 0,6 mM y adenosina 0,25 mM.

9. Una composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 7 o 8, en donde dichos
esmolol y adenosina se disuelven en un disolvente que consiste esencialmente en solucion de Ringer.

10. Una composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas
Mg2+ 10 mM.

11. Una composicion para uso en la produccion de una solucion cardioplégica, dicha composicion comprende.
(i) esmolol;

(ii) adenosina,

donde en uso la concentracion de dicho esmolol en la solucion cardioplégica se encuentra en el intervalo de 0,3-1,5
mM, y donde en uso la concentracion de dicha adenosina en la solucién cardioplégica se encuentra en el intervalo
de 0,1-1,5 mM; y donde en uso el producto de la concentracion de esmolol y de adenosina es al menos de 0,15;
donde las cantidades de esmolol y adenosina presentes en dicha composicién son al menos dos veces estas
cantidades.

12. Una composicion para uso segun la reivindicacion 11, en donde en uso la concentracion de dicho esmolol
en la solucioén cardioplégica esta en el intervalo de 0,5 a 1,5 mM.

13. Un método para preparar una solucion cardioplégica que comprende la dilucién de una composicion segun
la reivindicacién 11, para producir una soluciéon con una concentracion final de esmolol en el intervalo de 0,3-1,5 mM,
y que tiene una concentracion final de adenosina en el intervalo de 0,1-1,5 mM o la diluciéon de una composicion
segun la reivindicacion 12 para producir una solucion que tiene una concentracion final de esmolol en el intervalo de
0,5-1,5 mM, y que tiene una concentracion final de adenosina en el intervalo de 0,1-1,5 mM.

14. El uso de una composicién segun la reivindicacion 11 o la reivindicacién 12, en la fabricacién de un
medicamento para inducir la cardioplegia.

15. Una ampolla que comprende
(i) adenosina 25 mM
(ii) esmolol 60 mM

en solucién acuosa.
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16. Una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha composicion es para uso
a 22-24 grados centigrados.
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