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DESCRIPCION
Utilizacion de una mezcla argén/xendn para prevenir o tratar las consecuencias neuroldgicas de un choque séptico

La invencion se refiere a la utilizacién de una mezcla de argén y de xen6n gaseosos para fabricar todo o parte de un
medicamento inhalable destinado a tratar y/o prevenir cualquier consecuencia neurolégica relacionada con un cho-
que séptico.

Un choque séptico o infeccioso es el resultado de la presencia en la sangre de toxinas bacterianas que conduce a
una insuficiencia del funcionamiento cardiaco, a una oliguria o disminucién de la cantidad de orina eliminada, y una
acidosis metabdlica o disminucion del pH del organismo, sobreviniendo todo en un sujeto, es decir, un ser humano,
cuya temperatura es superior a aproximadamente 38,9°C.

Un choque séptico es debido principalmente a bacterias gram(-), principalmente enterobacterias, tales como Esche-
richia coli, Pseudomonas, Proteus, Serratia, Bacteroides fragilis..., y en este caso la toxina es una endotoxina, o
bacterias gram(+), tales como pneumococos, estreptococos, estafilocos..., y en este caso la toxina es una exotoxina.
El choque séptico puede ser causado también por una levadura, por ejemplo de tipo Candida, un virus o un parasito,
por ejemplo Plasmodium falciparum.

El choque séptico es un problema importante de salud publica puesto que contabiliza aproximadamente 75.000 ca-
sos al afno en Francia, y es una de las principales causas de mortalidad, especialmente en cuidados intensivos.

]Por lo tanto, se estima en 26% el numero de muertes en cuidados intensivos que estan relacionadas con un choque
séptico, independientemente de su etiologia primaria, segin Annane et al., Lancet 2005. Ademas, casi el 60% de los
pacientes que han sufrido un choque séptico, pero que han sobrevivido presentan graves deficiencias neuroldgicas
que pueden confundirse con signos de una encefalopatia o de un delirio grave, como recuerdan Eidelman et al.,
JAMA 1996. Ademas, del 30 al 50% de los pacientes que sobreviven presentan secuelas neuroldgicas a largo plazo,
como trastornos neurocognitivos, segun Hiwashina Ely et al., JAMA, 2010.

La epidemiologia del choque séptico pone de manifiesto un aumento de casos, un aumento de la mortalidad y se-
cuelas asociadas del tipo de trastornos psicocognitivos asociados a la encefalopatia séptica, lo que requiere prevenir
y tratar estas lesiones.

Esto explica el aumento de trabajos clinicos sobre este tema, pero actualmente todavia no existe ningun tratamiento
especifico de la encefalopatia y las ultimas moléculas probadas se han revelado ineficaces o incluso han provocado
efectos secundarios nefastos para los pacientes, tal y como recuerda MJ van Eijk et al., Lancet, 2010.

La no existencia de una terapia eficaz se explica principalmente por una falta de comprensiéon de los mecanismos
fisiopatologicos implicados en los choques sépticos.

Recientemente se ha sugerido que las alteraciones de la membrana encéfalo-hematolégica resultantes de la activa-
cién de las subpoblaciones de células cerebrales, principalmente las células microgliales y endoteliales, podria expli-
car estas anomalias debido a un aumento de la liberacién de mediadores de la inflamacion y sustancias neurotéxi-
cas en el cerebro, como explica van Gool WA et al., Lancet 2010; y lacobone et al., Crit Care Med 2009.

Se ha demostrado que ciertas deficiencias o fallos que afectan al cerebro podrian ser tratados con ayuda de gases
inhalados. Asi, el documento EP-A-1158992 propone utilizar xenén inhalado para luchar contra las neuro-
intoxicaciones cerebrales, principalmente isquémicas, que se caracterizan por una disfunciéon cerebral de uno o de
varios sistemas de neurotransmision.

Ademas, el documento WO-A-2005/039600 ensefia el uso de xenoén, opcionalmente con nitrégeno, oxigeno o aire
anadidos, para luchar contra las septicemias intestinales, por inyeccién directamente en el intestino, de xenén ga-
se0so 0 en forma de una solucién saturada en xenon.

El documento US-A-2005/0255169 se refiere al uso de xen6n como coadyuvante de otro medicamento en la admi-
nistracion oral o parenteral, particularmente en el tratamiento de choques sépticos. El xen6n puede tener afadido
opcionalmente otro gas raro, a saber helio.

Ademas, el documento EP-A-1541156 propone utilizar argén inhalado para luchar contra dichas neuro-
intoxicaciones cerebrales. También se evalu6 el potencial neuroprotector del argén gaseoso, administrado solo o
mezclado con 6xido nitroso, en el desarrollo y la expresion de la sensibilizacion a la D-anfetamina.

Sin embargo, los mecanismos de accion del argén, son incluso poco conocidos y podrian estar basados en una ac-
cién agonista de los receptores GABAA, principalmente del sitio de las benzodiazepinas, como describe J. Abraini et
al.. Anesth Analg, 2003, 96: 746-749.

Recientemente, la capacidad de neuroproteccion del argon ha sido confirmada por Loetscher et al,, Critical Care,
2009, 13: R206; doi: 10.1186/cc8214.
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Se ha demostrado que el argén puede proteger las células cocleares en cultivo aislado, es decir, las células llama-
das pilosas procedentes del érgano de Corti de la rata, como describen Yarin et al., Hear Res 2005, 201: 1-9. Estas
células son asimilables a las neuronas cerebrales, para las cuales otros gases, principalmente el xenén, han mostra-
do que pueden presentar un efecto neuroprotector, como recuerda Ma et al., Br. J. Anaesth, 2002, Vol 98. 739-46.

Ademas, el documento EP-A-1651243 propone por su parte utilizar mezclas Xe/N20 inhaladas para este fin, mien-
tras que el documento DE-A-19991033704 propone formulaciones liquidas que contienen xenon disuelto para tratar
las hipoxias y las isquemias cerebrales.

Como se muestra, la mayor parte de los tratamientos gaseosos propuestos tienen como objetivo tratar deficiencias o
fallos esencialmente cerebrales, es decir, que afectan al cerebro, pero estos documentos no proponen preservar el
cerebro, en caso de fendmenos inflamatorios responsables de lesiones neuroldgicas, a corto y largo plazo, particu-
larmente cuando son el resultado o la consecuencia de un choque séptico, en particular un choque séptico causado
por la presencia en la sangre de uno o varias endotoxinas o exotoxinas.

El problema, por tanto, es proporcionar un tratamiento preventivo y/o curativo que permita tratar y/o prevenir las con-
secuencias neuroldgicas secundarias a un choque séptico o infeccioso, es decir, los dafios o lesiones neurolégicas
susceptibles de ser generados por un choque séptico o ser el resultado del mismo.

La solucién de la invencién es por tanto una composicidon gaseosa que contiene una mezcla de argén y xenén ga-
$e0S0s para uso por inhalacién para prevenir o para tratar la o las consecuencia(s) neuroldgica(s) secundaria(s) a un
choque séptico en un paciente.

En efecto, en el marco de la presente invencion, se ha puesto de manifiesto que una mezcla gaseosa de argon y
xenoén es capaz de preservar el cerebro de fenémenos inflamatorios responsables de lesiones neurolégicas, a corto
y largo plazo, en caso de choque séptico.

Segun el caso, la composicién gaseosa o medicamento gaseoso inhalable de la invencion puede comprender una o
varias de las caracteristicas siguientes:

— la composicidn gaseosa contiene una cantidad eficaz de xenén y de argon gaseosos, es decir al menos 5%
en volumen de xen6n y al menos 5% en volumen de argdn, ventajosamente al menos 7% en volumen de
xendn y al menos 7% en volumen de argén.

— la composicion gaseosa contiene entre 15 y 80% en volumen de una mezcla de argon y de xenén.

— la composicion gaseosa contiene al menos 20% en volumen de una mezcla de argon y de xendn.

— la composicion gaseosa contiene al menos 30% en volumen de una mezcla de argon y de xendn.

— la composicion gaseosa contiene menos de 75% en volumen de una mezcla de argdén y de xenoén.

— el choque séptico resulta de la presencia en la sangre de una o varias toxinas, principalmente de una o va-
rias toxinas de origen bacteriano, viral, parasitario o procedentes de una levadura.

— el choque séptico resulta de la presencia en la sangre de una o varias toxinas de origen bacteriano, en par-
ticular de bacterias gram-negativas (G-), principalmente bacterias de tipo enterobacterias (Escherichia coli,
Pseudomonas, Proteus, Serratia, Bacteroides fragilis...). En este caso, la toxina es una endotoxina.

— el choque séptico resulta de la presencia en la sangre de una o varias toxinas de origen bacteriano, en par-
ticular de bacterias gram-positivas (G+), principalmente de bacterias del tipo pneumococos, estreptococos,
estafilococos.... En ese caso, la toxina es una exotoxina.

— el choque séptico resulta de la presencia en la sangre de una o varias toxinas de levadura, tal como una
Candida, o de origen viral o parasitario, principalmente un parasito del tipo Plasmodium falciparum.

— el choque séptico afecta a uno o varios 6rganos ademas del cerebro, en particular el higado, los rifiones,
los pulmones y/o el corazoén.

— la composicion gaseosa contiene ademas oxigeno, de preferencia al menos 21% en volumen de oxigeno.

— la composicion gaseosa contiene ademas un compuesto adicional elegido en el grupo formado por He, Ne,
NO, COy Na.

— el xendn se administra al paciente, una o varias veces al dia durante un tiempo de inhalacién de algunos
minutos a una o varias horas.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 634 388 T3

— la composicion gaseosa esta formada por una mezcla gaseosa que contiene ademas, oxigeno, nitrégeno o
sus mezclas, en particular aire.

— la composiciéon gaseosa esta formada por una mezcla gaseosa ternaria constituida por xenén, argon y el
resto oxigeno.

— la composicion gaseosa esta formada por una mezcla gaseosa cuaternaria constituida por xenén, argon, ni-
trégeno y oxigeno.

— la composicion gaseosa es un medicamento gaseoso listo para empleo.

— la composicién gaseosa esta acondicionada en una botella de gas que tiene un contenido (equivalente en
agua) que va hasta 50 litros, tipicamente del orden de 15 litros.

— la composicion gaseosa esta acondicionada en una botella de gas en cuyo seno la composicién gaseosa
estd a una presion inferior o igual a 350 bares.

— la composicion gaseosa esta acondicionada en una botella de gas equipada con un grifo o con un grifo con
descompresor integrado que permite controlar el caudal y eventualmente la presién del gas suministrado.

— la composicidn gaseosa esta acondicionada en una botella de gas de acero, de aluminio o de materiales
compuestos.

En otras palabras, la invencién se refiere también a un uso de una mezcla de argdn y xenén gaseosos para fabricar
una composicion medicamentosa inhalable segun la invencién destinada a prevenir o a tratar las consecuencias
neuroldgicas secundarias a un choque séptico.

En general, durante el tratamiento, la administracion de la composicion gaseosa al paciente es por inhalacién, por
ejemplo, por medio de un ventilador, un nebulizador o espontdneamente con botellas de gas preacondicionadas co-
nectadas a una mascara facial o nasal o canulas nasales.

La duracion de la administracion depende de la duracién del choque séptico, elegida caso por caso que afecta al
paciente particular, por ejemplo la mezcla de argdén y xenén se puede administrar durante un periodo de administra-
cién de algunos minutos a algunas decenas de minutos o incluso horas, por ejemplo menos de una hora, a una fre-
cuencia que puede alcanzar de hasta una a varias veces al dia y con una duracion total de tratamiento de uno o mas
dias 0 semanas.

La mezcla de argdn y xendn que forma la composicion gaseosa de la presente invencion esta preferiblemente
acondicionada en botellas de gas a presién o en forma liquida, por ejemplo en una botella de uno a varios litros (que
contiene agua) y a una presion comprendida entre 2 y 300 bares.

La mezcla de argdn y xenon se puede presentar en forma "lista para empleo"”, por ejemplo en pre-mezcla con oxi-
geno, o después se puede mezclar in situ durante su uso, especialmente con oxigeno y eventualmente otro com-
puesto gaseoso, por ejemplo nitrégeno.

En el contexto de la invencién, el paciente es un ser humano, es decir, un hombre o una mujer, incluyendo nifos,
adolescentes o cualquier otro grupo de individuos, por ejemplo recién nacidos o ancianos.

Ejemplo

Para demostrar la eficacia de xendn en el tratamiento o la prevencion de las consecuencias de un choque séptico,
se evaluaron los acontecimientos precoces que conducian a una encefalopatia en el marco de un choque séptico y
los efectos de una mezcla de argon y xendn gaseosos sobre los mecanismos en 3 etapas:

- Activacion precoz de las células microgliales in situ en respuesta a un estimulo periférico y responsable de una
liberacion de mediadores de la |nflamaC|on en el tejido cerebral, incluso cuando la barrera hemato-meningea es
todavia estanca en ratones CX3CR1%°F/*.

- Efectos de la mezcla de argdn y xen6n en un modelo in vitro de cultivos primarios de células microgliales de
cerebros sanos y de cerebros sépticos.

- Prueba de concepto en una inflamacién central y periférica en un modelo animal de choque séptico.

Durante las fases iniciales de la sepsis, es decir, los 4 primeros dias se evalu6é en un modelo animal relevante y vali-
dado, la reaccién del tejido nervioso estudiando especialmente la activacion microglial, tal como modificaciones mor-
foldgicos, modificaciones del estado mitocondrial y de sus biosintesis in situ de los mediadores de la inflamacion
(estudios protedmicos y gendmicos).
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Se estudio in vitro el efecto de la mezcla de argdén y xendn sobre la modulacion de la actividad microglial.

Se evaluaron células extraidas de cerebros de ratones CX3CR1%F""* que habian estado expuestas a xenén gaseoso

y la liberacion de mediadores de la inflamacion y su estado mitocondrial.

A continuacion, se estudio el efecto de la mezcla de argon y xendn en un estudio in vivo en animales sépticos y en
controles. En particular, se evaluaron el comportamiento clinico, la mortalidad y las modificaciones neuropatolégicas,
tales como la pérdida neuronal, la activacion microglial y de los astrocitos y la neuroinflamacion.

El choque séptico se cred por ligadura del ciego seguido por una abertura de este Ultimo en la cavidad peritoneal
enratones C57BL/6 y una raza genéticamente modificada (knock-in mice CX3CR1GFP’*). Esta raza de ratones posee
una fluorescencia de proteina fluorescente verde (GFP) en las células microgliales. Su expresién varia y esta corre-
lacionada con la intensidad de la activacion de las células microgliales.

Los efectos de la mezcla de argon y xenéon se evaluaron en las modulaciones de las modificaciones neuro-
patolégicas y la neuroinflamacion.

Durante el choque séptico, se estudiaron:
- la tasa de supervivencia, la recuperacion posterapéutica y, especialmente, el impacto sobre el comportamiento;

- la activacion de las células microgliales, el nivel de apoptosis (CD45, antigeno MHC de clase 1, caspasa acti-
vada 3, fragmentaciéon de DNA), la produccién de los mediadores de la inflamacién, NO y ROS;

- el impacto neuropatolégico (neurotoxicidad, muerte neuronal, y proliferacién de astrocitos).
Los resultados obtenidos se dan a continuacion.
Estudio in vitro (células microgliales): modulacion de la actividad celular

La Tabla | siguiente ilustra la liberacion de mediadores de la inflamacién y su estado mitocondrial después de una
puesta en contacto con aire, nitrégeno y, a titulo comparativo, con una mezcla de argdn y de xendn segun la pre-
sente invencion.

Una respuesta favorable se designa por un signo (-) correspondiente a una prueba de ralentizacion de la actividad,
mientras que una repuesta desfavorable se designa por un signo (+) correspondiente a una sefial de crecimiento de
la actividad.

Tabla |
Cerebro sano Cerebro con sepsis
Nivel de referencia de la actividad Nivel de referencia de la actividad
Grupo de control con AIRE (ref) 0 +
Grupo con NITROGENO 0 i
Grupo con XENON + ARGON + -

Estudio in vivo

La Tabla Il siguiente ilustra el comportamiento clinico, la mortalidad y las modificaciones neuropatolégicas en anima-
les que resultan de una puesta en contacto con aire, nitrdgeno vy, a titulo comparativo, con una mezcla de argoény de
xendn segun la presente invencion.

Una respuesta favorable se designa con un signo (-),mientras que una respuesta desfavorable se designa con un
signo (+).
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Tabla Il
Comportamiento clinico Mortalidad Modificacion neuropatolégica.
Grupo de control con AIRE + ++ 4+
Grupo con NITROGENO + + +
Grupo con XENON - .- -

A la vista de las Tablas | y Il se comprueba que la mezcla de argdén y de xenén permite luchar eficazmente contra los
choques sépticos en los animales sometidos a ensayos..
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REIVINDICACIONES

1. Composicion gaseosa que contiene una mezcla de argén y xenén gaseosos para uso por inhalacion para prevenir
o tratar al menos una consecuencia neuroldgica secundaria a un choque séptico en un paciente.

2. Composicion para uso segun la reivindicacion precedente, caracterizada porque contiene entre 15 y 80% en vo-
lumen de mezcla de argén y xenén.

3. Composicién para uso seguin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque contiene al menos
20% en volumen de mezcla de argdn y xenén, preferiblemente al menos 30% en volumen de mezcla de argén y xe-
nén.

4. Composicion para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque contiene menos de
75% en volumen de mezcla de argén y xenoén.

5. Composicién para uso seglin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque el choque séptico
resulta de la presencia en la sangre de una o varias endotoxinas 0 exotoxinas.

6. Composiciéon para uso seglin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque el choque séptico
resulta de la presencia en la sangre de una o varias toxinas de origen bacteriano, viral, parasitario o procedente de
una levadura.

7. Composicidon para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque el choque séptico
resulta de la presencia en la sangre de una o varias toxinas de origen bacteriano.

8. Composicidn para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque al menos una conse-
cuencia neurolégica es un fendmeno inflamatorio susceptible de generar una o mas lesiones neurolégicas.

9. Composicion para uso segln una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque contiene ademas
oxigeno, preferiblemente al menos 21% en volumen de oxigeno

10. Composicion para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque contiene ademas un
compuesto adicional elegido del grupo que consiste en N2O, He, Ne, NO, CO y Na.

11. Composicién para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque esta constituida “por
argon, xenén y oxigeno.

12. Composicion para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque esta constituida por
xendn, argén, nitrégeno y oxigeno.

13. Composicion para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque contiene al menos
5% en volumen de xen6n y al menos 5% en volumen de argoén.

14. Composicion gaseosa para uso segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque el choque
séptico afecta a al menos un 6rgano distinto del cerebro, siendo dicho 6rgano elegido entre el higado, los rifiones,
los pulmones y el corazon.
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