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DESCRIPCION
Utilizacion de xendn como neuroprotector en un sujeto neonatal.

La presente invencion se refiere al campo de los anestésicos. Mas especificamente, la invencion se refiere a
agentes anestésicos adecuados para su utilizacion en sujetos recién nacidos y/o fetales.

Antecedentes de la invencion

Durante mas de 50 afios, se han conocido las propiedades anestésicas del xenén en la profesiéon médica (Cullen
y Gross, 1951). Sin embargo, a pesar de algunas presentaciones impresionantes de eficacia clinica en pacientes
(Luttropp et al., 1994; Lynch et al., 2000), la utilizacion diaria de xen6n no ha logrado materializarse. Esto esta
asociado en gran medida con el coste significativo que implica la produccion de xenoén a través de destilacion
fraccionada de aire liquido, y por tanto el porcentaje relativamente pequefio de la cantidad refinada total de
xenoén disponible para anestesia (Harms Marx et al., 2001). En consecuencia, es probable que la utilizacion de
xenon esté restringida a areas especiales en donde hay una ventaja apreciable de coste-beneficio. Un area de
este tipo puede ser la anestesia neonatal, en donde el xenén puede carecer de efectos secundarios perjudiciales
observados con otros anestésicos neonatales cominmente utilizados, por ejemplo 6xido nitroso (Layzer, 1978;
Amos et al., 1982; Jevtovic-Todorovic et al., 1998).

Esta bien documentado en la técnica que los ataques neonatales provocan efectos duraderos (Anand y Scalzo,
2000; Balduini et al., 2000; Jevtovic-Todorovic et al., 2003). Por tanto, es razonable adoptar un grado de
precaucion cuando se utilizan farmacos en el neonato que podrian alterar potencialmente el desarrollo neuronal
(tales como alcohol, fenciclidina, ketamina, N2O, isoflurano, benzodiazepinas, barbituratos y anticonvulsivos
(Olney et al., 2002d) provocando neurodegeneracion apoptotica). Esto es especialmente cierto dado que a
menudo solo se requiere una Unica exposicion, incluso a dosis anestésicas (lkonomidou et al., 2001; Young et
al., 2003).

El documento WO 02/22116 da a conocer combinaciones anestésicas de xendén con isoflurano, desflurano o
sevoflurano. El documento DE 199 33 704 da a conocer que el xendén es un anestésico con propiedades
neuroprotectoras y neuroregenerativas. NAGATA ATSUSHI ET AL, “Xenon inhibits but N20 enhances ketamine-
induced c-Fos expression in the rat posterior cingulate and retrosplenial cortices”, ANESTHESIA AND
ANALGESIA, (200102), vol. 92, n° 2, ISSN 0003-2999, paginas 362 - 368 da a conocer que el xenén suprime los
efectos neuronales adversos de la ketamina.

HECKER KLAUS E ET AL, “Minimum anesthetic concentration of sevoflurano with different xenon concentrations
in swine”, ANESTHESIA & ANALGESIA, (200311), vol. 97, n° 5, ISSN 0003-2999, paginas 1364 - 1369, dan a
conocer combinaciones anestésicas de xendn con sevoflurano. GOTO T ET AL, “THERMOREGULATORY
THRESHOLDS FOR VASOCONSTRICTION IN PATIENTS ANESTHETIZED WITH VARIOUS 1-MINIMUM
ALVEOLAR CONCENTRATION COMBINATIONS OF XENON, NITROUS OXIDE, AND ISOFLURANE”,
ANESTHESIOLOGY, AMERICAN SOCIETY OF ANESTHESIOLOGISTS, FILADELFIA, PA, EE.UU., (199909),
vol. 91, n® 3, ISSN 0003-3022, paginas 626 - 632, dan a conocer combinaciones anestésicas de xenén con
isoflurano. WISE-FABEROWSKI L ET AL, “Desflurane and sevoflurane attenuate oxygen and glucose
deprivation-induced neuronal cell death”, DATABASE MEDLINE, US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE (NLM),
BETHESDA, MD, EE.UU., registro de la base de datos n°® NLM12826966 dan a conocer que el sevoflurano es
también un anestésico conocido por su actividad neuroprotectora. WILHELM S ET AL, “EFFECTS OF XENON
ON IN VITRO AND IN VIVO MODELS OF NEURONAL INJURY”, ANESTHESIOLOGY, AMERICAN SOCIETY
OF ANESTHESIOLOGISTS, FILADELFIA, PA, EE.UU., (200206), vol. 96, n° 6, ISSN 0003-3022, paginas 1485 -
1491, dan a conocer que el xendn es un anestésico con propiedades neuroprotectoras y neurodegenerativas. MA
D ET AL, “NEUROPROTECTIVE AND NEUROTOXIC PROPERTIES OF THE 'INERT GAS, XENON”, BRITISH
JOURNAL OF ANAESTHESIA, BJM PUBLISHING GROUP, LONDRES, RU, (200211), vol. 89, n° 5, ISSN 0007-
0912, paginas 739 - 746, dan a conocer que el xenén es un anestésico con propiedades neuroprotectoras y
neurodegenerativas. JEVTOVIC-TODOROVIC VESNA ET AL, “Early exposure to common anesthetic agents
causes widespread neurodegeneration in the developing rat brain and persistent learning deficits”, THE
JOURNAL OF NEUROSCIENCE: THE OFFICIAL JOURNAL OF THE SOCIETY FOR NEUROSCIENCE. 1 de
febrero de 2003, (20030201), vol. 23, n°® 3, ISSN 1529-2401, paginas 876 - 882, dan a conocer que el tratamiento
anestésico neonatal con isoflurano da como resultado una neurodegeneracion dependiente de la dosis y que
esta neurodegeneracion se potencia cuando se afiade N2O al coctel anestésico.

Desarrollo neuronal normal

El desarrollo neuronal normal es una secuencia cuidadosamente regulada (Butler, 1999) de acontecimientos que
incluye proliferacion, diferenciacion, migracion y sinaptogénesis. Se cree que el glutamato presenta un papel en
todos estos procesos (Ikonomidou y Lechoslaw, 2002), por ejemplo altas concentraciones de glutamato en zonas
diana de migracion sugiere un papel como quimioatrayente neuronal (Behar et al., 1999) junto con el receptor de
NMDA utilizado para detectarlo (Komuro y Rakic, 1993). El hallazgo intrigante de subtipos de receptor de NMDA
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especificos (por ejemplo NR2B y NR2D) en diferentes regiones anatémicas puede arrojar luz sobre la naturaleza
precisa del control de la migracion (Behar et al., 1999). De un trabajo del mismo grupo, también es evidente que
diferentes especies emplean diferentes mediadores en el control de la migracion, actualmente o bien GABA
(ratas) o bien glutamato (ratones) (Behar et al., 2001).

La sinaptogénesis (el aumento de crecimiento cerebral) es un periodo de un establecimiento rapido de sinapsis,
caracterizado por un alto nivel de muerte celular fisiologica (hasta el 1% (Olney et al., 2002b)). Esto incluye la
formacién de proyecciones corticotalamicas y talamocorticales extensas (Molar y Blakemore, 1995). A pesar de
la inmensa complejidad de la embriologia entre las especies, se ha mostrado que pueden hacerse
comparaciones porque los hitos del desarrollo neuronal tienden a producirse en la misma secuencia (Clancy et
al., 2001). Esto permite una extrapolacion del periodo de actividad sinaptogénica pico desde la cria de rata de 7
dias de edad (Olney et al., 2002a) hasta un ser humano de 0-8 meses de edad (Ilkonomidou et al., 1999;
Jevtovic-Todorovic et al.,, 2003). Sin embargo, basandose en el analisis de subtipos de receptor de NMDA, es
mas probable que los seres humanos experimenten un periodo prolongado de sinaptogénesis, desde el
comienzo del 3% trimestre de embarazo hasta varios afios de edad (Dobbing y Sands, 1979; Jevtovic-Todorovic
et al., 2003).

Apoptosis en el sistema nervioso en desarrollo

La apoptosis, descrita formalmente por primera vez en 1972 (Kerr et al., 1972), es una caracteristica esencial del
desarrollo neuronal normal en procesos tales como esculpir, cortar, control de los numeros de células y
eliminacion celular. Se caracteriza como “muerte celular activa” que comprende iniciacion, destinacion y
ejecucion por proteinas celulares dedicadas (Sloviter, 2002). El papel crucial de la apoptosis se destaca por el
hecho de que la regulaciéon por incremento o regulacion por disminucion genética de la apoptosis da como
resultado un genotipo letal (Yoshida et al., 1998; Rinkenberger et al., 2000).

Actualmente, se cree que el control de la muerte celular fisiolégica (PCD) en el SNC inmaduro esta gobernado
por la hipétesis neurotréfica, mediante la cual las neuronas que no pueden alcanzar sus dianas sinapticas
promotoras de la supervivencia (Sherrard y Bower, 1998) inician una forma especializada de suicidio celular
secundario a la retirada del soporte trofico del entorno (Young et al., 1999) (por medio de tanto neurotrofinas
como estimulacion eléctrica) (Brenneman et al., 1990). Debido a la naturaleza divergente y convergente compleja
de la “ruta de supervivencia” muchos ligandos y mecanismos estan implicados en el mantenimiento de la
supervivencia neuronal. El citosol y las mitocondrias de neuronas despliegan una diversidad equilibrada de
moléculas que son o bien antiapoptoéticas (por ejemplo proteina de un unién de respuesta a AMPc y Bcl-2) o
proapoptéticas (por ejemplo Bad, Bax y la familia de caspasa) que determinan el destino celular. Se cree que
Bcl-2 y sus péptidos asociados son particularmente importantes en el desarrollo del SNC (Yuan y Yanker, 2000),
tal como se evidencia por los altos niveles de expresion en el neonato y el hecho de que la sobreexpresion
experimental de Bcl-2 pueda tanto anular la falta de soporte trofico (Garcia et al., 1992), e incluso impedir la PCD
completamente (Martinou et al.,, 1994). Una variante de Bcl-2 (BCI-XL) puede presentar un papel especializado
en el mantenimiento de neuronas en desarrollo antes de que hayan encontrado sus dianas sinapticas (Motoyama
et al., 1995).

Neurodegeneracion en neonatos

En 1999, se publicaron datos que mostraban que la utilizacién de antagonistas de receptores de NMDA en ratas
neonatales producia patrones especificos de neurodegeneracion (distintos de células gliales) (lkonomidou et al.,
1999). En microscopia electrénica, esta neurodegeneracion era idéntica a la muerte celular apoptotica, y lo mas
evidente en el nucleo talamico laterodorsal, una de las zonas del cerebro implicadas en el aprendizaje y en la
memoria (Goen et al., 2002). Este fendmeno se ha demostrado en otras regiones cerebrales con otros farmacos
(Monti y Contestabile, 2000).

Un trabajo posterior realizado por Jevtovic-Todorovic ef al. mostré que las ratas neonatales son vulnerables a los
efectos secundarios perjudiciales de la anestesia durante el periodo sinaptogénico. Demostraron un aumento de
hasta 68 veces en el nimero de neuronas en degeneracion por encima del nivel inicial en areas tales como los
nucleos talamicos laterodorsal y anteroventral (y en algun grado la capa Il de la corteza parietal) tras la
exposicién a agentes anestésicos (Jevtovic-Todorovic et al, 2003), lo que dio como resultado un déficit
neurolégico funcional en pruebas de comportamiento posteriores en la vida. Especificamente, el anestésico
GABAérgico isoflurano (Gyulai et al., 2001), produjo una neurodegeneracion dependiente de la dosis por si
mismo, con neurodegeneracion sinérgica con la adicién sucesiva de midazolam (un céctel GABAérgico doble) y
luego N2O (un coctel triple) (Jevtovic-Todorovic et al., 2003). Se ha mostrado que este proceso se produce con la
exposicion a agentes GABAérgicos en areas distintas de anestesia, tales como terapia anticonvulsiva y consumo
de farmacos maternos en ratas (Bittigau et al., 2002; Farber y Olney, 2003).

Una manifestacion clinica de este tipo de neurodegeneracion se detecta en de 1 a 2 lactantes por 1000

nacimientos vivos como sindrome alcohdlico fetal (FAS) (Moore y Persaud, 1998), caracterizado por
caracteristicas faciales andmalas, microencefalia y discapacidad intelectual (Olney et al., 2002c). Se cree que
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una borrachera de madres embarazadas produce niveles muy altos de etanol (un antagonista de receptor de
NMDA y agente GABAérgico doble (Farber y Olney, 2003)) en el cerebro fetal, que a su vez desencadena el tipo
de neurodegeneracién comentada anteriormente (lkonomidou et al., 2000). Merece la pena indicar que este
mecanismo de accion se asemeja estrechamente a los procedimientos anestésicos actuales.

La presente invencion busca proporcionar un agente anestésico adecuado para su utilizacion en el recién nacido
que sea seguro, eficaz y no presente ningun efecto adverso sobre el desarrollo neuronal. Mas especificamente,
la invencién busca proporcionar un agente anestésico para sujetos neonatales que sea adecuado para su
utilizacién en combinaciéon con otros anestésicos que se sabe que afectan de manera adversa al desarrollo
neuronal. En particular, la invencién busca proporcionar combinaciones anestésicas para su utilizacién en
neonatos que comprendan un agente que puede prevenir o aliviar los efectos adversos de agentes anestésicos
conocidos tales como isoflurano y/o sevoflurano y/o desflurano.

Exposicion de la invencion

En un aspecto amplio, la presente invencién se refiere a la utilizacion de xendn para prevenir uno o mas déficits
neurolégicos inducidos por anestésicos GABAérgicos en un sujeto neonatal.

Diversos aspectos de la invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas y en la descripcion detallada a
continuacion.

Descripcion detallada

Un primer aspecto de la invencion se refiere a la utilizacién de xendn en la preparacion de un medicamento para
prevenir uno o mas déficits neurolégicos inducidos por anestésicos GABAérgicos en un sujeto neonatal.

Esta bien documentado en la técnica que la exposicion a anestésicos, incluyendo antagonistas de receptores de
NMDA tales como N2O, ketamina y otros agentes tales como isoflurano, desencadena neurodegeneracion
apoptotica durante la fase sinaptogénica de desarrollo cerebral. Estudios han demostrado que el xenén, por si
mismo un antagonista de receptor de NMDA, no sélo carece de la toxicidad caracteristica producida por
ketamina y N2O en ratas adultas, sino que también mejora su toxicidad. Los experimentos detallados en la
presente memoria han investigado las propiedades del xendén en un modelo de rata neonatal de
neurodegeneracion.

Se utilizd6 un modelo de rata in vivo de anestesia conjuntamente con tanto histologia como inmunohistoquimica
para identificar y cuantificar la apoptosis inducida por diversas combinaciones de agentes anestésicos. A
diferencia del isoflurano, el xenén no indujo ninguna neurodegeneracion apoptotica por encima del nivel inicial
observado en los controles. Adicionalmente, se encontré que, aunque el 6xido nitroso potencia la apoptosis
inducida por isoflurano, el xenén reduce el grado de lesion.

A modo de resumen, se expusieron ratas Sprague-Dawley de siete dias de edad a un 25% de oxigeno junto con
una de varias combinaciones de gases (el 75% de nitrégeno, el 75% de 6xido nitroso, el 75% de xendn, el 0,75%
de isoflurano, el 75% de 6xido nitroso + el 0,75% de isoflurano, el 60% de xenén + el 0,75% de isoflurano)
durante 6 horas (n = 3-5/grupo). Se sacrificaron las ratas tras la anestesia, y se procesaron sus cerebros para
evaluar la gravedad de la apoptosis (utilizando inmunohistoquimica de caspasa-3, inmunohistoquimica de c-Fos
y tinciéon con plata de DeOlmos).

Cuando se administraron solos, ni N2O ni xen6n provocaron un aumento significativo en células positivas para
caspasa-3 en el hipocampo o la corteza (valores corticales: 22,5 + 59 y 19,7 + 9,6 respectivamente frente a
19,3+ 6,4 en controles; p > 0,05). En cambio, el isoflurano solo, aumenté significativamente el nimero de
neuronas en degeneracioén en ambas regiones (76,5 + 11,4; p < 0,01). De manera similar, el sevoflurano solo,
provoco un aumento significativo en las neuronas en degeneracion con respecto a un valor de control de 20,0 + 2
células positivas a 42 + 2 células positivas cuando se administré sevoflurano al 1,5%. Cuando se combind con
isoflurano, N2O potencié considerablemente la apoptosis inducida por isoflurano (232,0 + 19,9; p < 0,001 frente al
aire) mientras que el xendn redujo la lesion (26,7 + 3,9; p > 0,05 frente al aire).

Estos datos sugieren que el xendn, a diferencia de otros anestésicos que presentan bloqueo del receptor de
NMDA, no potencia la neurodegeneracion apoptética en la rata neonatal. De hecho, parece que el xenén protege
frente a la apoptosis inducida por isoflurano.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “sujeto neonatal” se refiere a un sujeto recién nacido.
Preferentemente el sujeto neonatal es un mamifero en las primeras cuatro semanas tras el nacimiento. Mas
preferentemente, el sujeto neonatal es un mamifero en las primeras dos semanas, mas preferentemente todavia,
la primera semana tras el nacimiento.
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Incluso mas preferentemente, el sujeto neonatal es un ser humano.
En una forma de realizacion preferida, el sujeto neonatal es un sujeto que se somete a, o requiere, cirugia fetal.

En una forma de realizacion preferida, el sujeto neonatal es un sujeto que presenta un estado potencialmente
mortal que requiere cirugia emergente o electiva posteriormente en la vida.

En otra forma de realizacion preferida, el sujeto neonatal recibe xenén indirectamente como parte de un régimen
anestésico o analgésico administrado a la madre durante el parto, o durante la cesarea.

Preferentemente, el medicamento es para prevenir y/o aliviar uno o mas déficits neurologicos inducidos por
anestésicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “prevenir y/o aliviar déficits neuroldgicos” se refiere a
reducir la gravedad de uno o mas déficits neuroldgicos en comparacion con un sujeto que se ha sometido a
tratamiento con un anestésico en ausencia de xenon.

Preferentemente, el déficit neurolégico es un déficit de aprendizaje, de memoria, neuromotor, neurocognitivo y/o
psicocognitivo.

En una forma de realizacion incluso mas preferida, el déficit neuroldégico puede ser un déficit neuromotor o
neurocognitivo. Tal como se utiliza en la presente memoria al término “déficit neuromotor” se le da su significado
tal como entiende el experto en la técnica para incluir déficits en fuerza, equilibrio y movilidad. De manera similar,
al término “déficit neurocognitivo” se le da su significado tal como entiende el experto en la técnica para incluir
déficits en el aprendizaje y la memoria. Tales déficits neurocognitivos pueden evaluarse normalmente mediante
criterios bien establecidos tales como el médulo de historias cortas de la prueba de memoria de Randt [Randt C,
Brown E. Administration manual: Randt Memory Test. Nueva York: Life Sciences, 1983], la subprueba de
amplitud de digitos y la subprueba de simbolos digitales de la escala de inteligencia de adultos de Wechsler
revisada [Wechsler D. The Wechsler Adult Intelligence Scale-Revised (WAISR). San Antonio, Tex.: Psychological
Corporation, 1981], la prueba de retencion visual revisada de Benton [Benton AL, Hansher K. Multilingual aphasia
examination. lowa City: University of lowa Press, 1978] y la prueba de marcaje del rastro (parte B) [Reitan RM.
Validity of the Trail Making Test as an indicator of organic brain damage. Percept Mot Skills 1958; 8:271-6]. Otras
pruebas neuromotoras y neurocognitivas apropiadas se describen en Combs D, D’Alecy L: Motor performance in
rats exposed to severe forebrain ischemia: Effect of fasting and 1,3-butanediol. Stroke 1987; 18: 503-511 vy
Gionet T, Thomas J, Warner D, Goodlett C, Wasserman E, West J: Forebrain ischemia induces selective
behavioral impairments associated with hippocampal injury in rats. Stroke 1991; 22: 1040-1047).

En una forma de realizacion preferida, el déficit neuroldgico es neurodegeneracion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “neurodegeneracion” se refiere a contraccion celular,
aglutinacion de cromatina con marginacion y formacion de cuerpos apoptoticos encerrados en la membrana; con
la aplicacion de anticuerpo frente a caspasa 3 las neuronas en neurodegeneracion se tifien de negro al aplicar
3,3’-diamino-bencidina (dab).

En otra forma de realizacion preferida, el déficit neurolégico esta asociado con apoptosis neuronal.
En otra forma de realizacion preferida, el déficit neurolégico esta asociado con necrosis neuronal.

En otra forma de realizacion preferida, el déficit neurolégico es un déficit de aprendizaje, de memoria, neuromotor
0 psicocognitivo.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de xendén en la preparacion de un medicamento
para prevenir la neurodegeneracion inducida por anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un
sujeto neonatal.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de xendn en la preparacién de un medicamento para
prevenir la apoptosis neuronal inducida por anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal.

Un cuarto aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de xendn en la preparacién de un medicamento para
prevenir la lesion neuronal inducida por anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal.

Para todos los aspectos anteriores, preferentemente el anestésico es un agente anestésico volatil. Los ejemplos
de anestésicos volatiles incluyen isoflurano, sevoflurano y desflurano.
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Para todos los aspectos anteriores, preferentemente el anestésico es un agente GABAérgico tal como isoflurano,
sevoflurano o desflurano. Mas preferentemente, el anestésico es isoflurano, sevoflurano o desflurano.

El isoflurano es un anestésico volatil halogenado que induce y mantiene una anestesia general mediante
depresion del sistema nervioso central y pérdida resultante de la conciencia. A lo largo de todo el mantenimiento
de la anestesia, se elimina una alta proporcién del isoflurano por los pulmones. Cuando se detiene la
administracién, el volumen del isoflurano restante se elimina sin cambios de los pulmones. Puesto que la
solubilidad del isoflurano es baja, la recuperacion de la anestesia de isoflurano en el hombre es rapida.

Puesto que el isoflurano presenta una leve acritud, la inhalaciéon va precedida habitualmente por la eleccién de
un barbiturico de accién corta, u otro agente de induccion intravenoso, para prevenir la tos. El isoflurano puede
inducir un aumento de la salivacion y tos en nifios pequefios tras la administracion. Las reacciones adversas que
se encuentran con el isoflurano son similares a las observadas con otros anestésicos halogenados e incluyen
hipotension, depresion respiratoria y arritmias. Otros efectos secundarios minoritarios que se encuentran cuando
se utiliza isoflurano son un aumento en el recuento de glébulos blancos (incluso en ausencia de estrés
quirdrgico) y también escalofrios, nauseas y vomitos durante el periodo posoperatorio. También ha habido
informes poco comunes de disfuncidon hepatica posoperatoria leve, moderada y grave (algunas mortales). La
relacion causal de esto se desconoce.

El isoflurano provoca un aumento en el flujo de sangre cerebral a niveles mas profundos de anestesia; esto
puede dar lugar a un aumento en la presion en liquido cefalorraquideo cerebral. Cuando sea apropiado, esto
puede prevenirse o revertirse mediante hiperventilacién del paciente antes o durante la anestesia. Como con
otros anestésicos halogenados, puede utilizarse el isoflurano con precaucion en pacientes con presion
intracraneal aumentada.

El isoflurano es un dilatador de arterias coronales y sistémico potente. El efecto sobre la tension arterial sistémica
se controla facilmente en el paciente sano normal y se ha utilizado especificamente como medio de induccion de
hipotension. Sin embargo, el fendmeno de “robo coronario” significa que el isoflurano debe utilizarse con
precaucion en pacientes con arteriopatia coronaria. En particular, podria anticiparse que pacientes con isquemia
subendocardica son mas susceptibles.

El sevoflurano, un metil-isopropil éter fluorado es relativamente agradable y sin acritud y se utiliza para provocar
anestesia general antes y durante la cirugia. Se administra por inhalacién. Puesto que presenta un coeficiente de
reparto en sangre/gas de solo 0,6, los tiempos de inicio y recuperacion son rapidos.

La dosis de sevoflurano requerida varia de paciente a paciente, dependiendo de la edad, el estado fisico, las
interacciones con otros medicamentos y el tipo de cirugia que esta realizandose. Los efectos secundarios
incluyen bradicardia, hipotension, taquicardia, agitacion, laringoespasmo, obstruccion de las vias respiratorias,
tos, mareo, somnolencia, aumento de la cantidad de saliva, nausea, escalofrios, vomitos, fiebre, hipotermia,
movimiento, cefalea. Puesto que el sevoflurano se metaboliza muy lentamente en el cuerpo humano, existe un
alto riesgo de toxicidad renal. Cuando se utiliza en nifios, se ha sabido que el sevoflurano provoca un aumento
de la agitacion.

En el contexto de la presente invencion, el xenén puede administrarse al sujeto simultaneamente, en
combinacién, secuencialmente o por separado con el agente anestésico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “simultdneamente” se utiliza queriendo decir que el xendén se
administra conjuntamente con el agente anestésico, mientras que el término “en combinacion” se utiliza
queriendo decir que el xendn se administra, si no simultaneamente, luego “secuencialmente” dentro de un lapso
de tiempo en el que el xendn y el anestésico muestran ambos un efecto terapéutico, es decir, estan ambos
disponibles para actuar terapéuticamente dentro del mismo lapso de tiempo. Por tanto, la administracion
“secuencial’ puede permitir que el xenén se administre en el plazo de 5 minutos, 10 minutos o una cuestién de
horas antes o después del anestésico.

En una forma de realizacion particularmente preferida, el xen6n se administra al sujeto antes del agente
anestésico volatil. Estudios han indicado que el xenén puede cambiar la vulnerabilidad del sujeto a todas las
clases de lesion de una variedad apoptética o necroética.

En una forma de realizacién preferida el xendn se administra antes de la lesién hipdxica-isquémica o cualquier
otra lesion que sea dependiente de apoptosis (es decir, en la que la apoptosis es la ruta para la muerte celular) o
dependiente de necrosis (es decir, en la que la necrosis es la ruta para la muerte celular), es decir el xenén
funciona como un agente de preacondicionamiento.

En otra forma de realizacion particularmente preferida, el xen6n se administra después del agente anestésico

volatil. Por tanto, en una forma de realizacion preferida el xenén se administra tras la lesion hipéxica-isquémica o
cualquier otra lesion que sea dependiente de apoptosis (es decir, en la que la apoptosis es la ruta para la muerte
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celular) o dependiente de necrosis (es decir, en la que la necrosis es la ruta para la muerte celular).

En contraposiciéon a “en combinacion” o “secuencialmente”, “por separado” se utiliza en la presente memoria
queriendo decir que el espacio entre la administracion del xenén y la exposicion del sujeto al agente anestésico
es significativo, es decir el xen6n puede no estar presente ya en el torrente sanguineo en una cantidad
terapéuticamente eficaz cuando el sujeto se expone al agente anestésico, o el anestésico puede no estar
presente ya en el torrente sanguineo en una cantidad terapéuticamente eficaz cuando el sujeto se expone al
xenon.

Mas preferentemente, el xenon se administra secuencialmente o simultaneamente con el agente anestésico, mas
preferentemente simultaneamente.

Mas preferentemente, el xenon se administra antes de, o simultaneamente con, el agente anestésico, mas
preferentemente simultaneamente.

En una forma de realizacién preferida de la invencion, el xenén se administra en una cantidad terapéuticamente
eficaz.

En otra forma de realizacion preferida, el xenén se administra en una cantidad subterapéuticamente eficaz. En
este contexto, el término “cantidad subterapéuticamente eficaz” significa una cantidad que es menor que la
cantidad normalmente requerida para producir anestesia.

Generalmente, una atmdsfera de aproximadamente el 70% de xenon es suficiente para inducir o mantener la
anestesia. Por consiguiente, una cantidad subterapéutica de xenén corresponde a menos de aproximadamente
el 70% de xenon.

Incluso mas preferentemente, la combinacién de xendn y agente anestésico presenta un efecto sinérgico, es
decir, la combinacion es sinérgica.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de (i) xendn y (ii) un anestésico seleccionado de entre
isoflurano, sevoflurano y desflurano, en la preparacion de un medicamento para prevenir la lesién neuronal
inducida por isoflurano y/o inducida por sevoflurano y/o inducida por desflurano en un sujeto, preferentemente un
sujeto neonatal.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de (i) xenén vy (i) isoflurano, en la preparacion de un
medicamento para prevenir la lesiéon neuronal inducida por isoflurano en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de (i) xendn vy (ii) sevoflurano, en la preparaciéon de un
medicamento para prevenir la lesién neuronal inducida por sevoflurano en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de (i) xenon, y (ii) desflurano, en la preparacion de un
medicamento para prevenir la lesion neuronal inducida por desflurano en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal.

Aun otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacién de xenén en la preparacion de un medicamento para
prevenir la lesion neuronal inducida por isoflurano y/o inducida por sevoflurano y/o por desflurano en un sujeto,
preferentemente un sujeto neonatal.

Aun otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacién de (i) xendn y (ii) un anestésico seleccionado de entre
isoflurano, sevoflurano y desflurano, en la preparacion de un medicamento para proporcionar anestesia en un
sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, en el que la cantidad de xendn es suficiente para prevenir la lesion
inducida por anestésicos GABAérgicos.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de xenéon e isoflurano en la preparacion de un
medicamento para proporcionar anestesia en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, en el que la
cantidad de xendn es suficiente para prevenir la lesiéon neuronal inducida por isoflurano.

Otro aspecto de la invenciéon se refiere a la utilizacion de xenén y sevoflurano en la preparacion de un
medicamento para proporcionar anestesia en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, en el que la
cantidad de xenoén es suficiente para prevenir la lesién neuronal inducida por sevoflurano.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de xenén y desflurano en la preparacion de un

medicamento para proporcionar anestesia en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, en el que la
cantidad de xendn es suficiente para prevenir la lesién neuronal inducida por desflurano.
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Para todos los aspectos anteriores, preferentemente el xendn se administra en combinacién con un diluyente,
excipiente y/o portador farmacéuticamente aceptable.

Pueden encontrarse ejemplos de tales excipientes adecuados para las diversas formas diferentes de las
composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria en el “Handbook of Pharmaceutical Excipients”,
22 edicion, (1994), editado por A Wade y PJ Weller.

Se conocen bien en la técnica farmacéutica portadores o diluyentes aceptables para utilizacion terapéutica, y se
describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit.
1985). Los ejemplos de portadores adecuados incluyen lactosa, almidon, glucosa, metilcelulosa, estearato de
magnesio, manitol, sorbitol y similares. Los ejemplos de diluyentes adecuados incluyen etanol, glicerol y agua.

La eleccion de portador, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con respecto a la via de
administracion prevista y la practica farmacéutica convencional. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender como, o ademas de, portador, excipiente o diluyente cualquier aglutinante, lubricante, agente de
suspension, agente de recubrimiento, agente solubilizante adecuado.

Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidon, gelatina, azucares naturales tales como glucosa,
lactosa anhidra, lactosa de flujo libre, beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas, tales
como goma arabiga, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa y polietilenglicol.

Los ejemplos de lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio,
benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y similares.

Pueden proporcionarse conservantes, estabilizadores y colorantes en la composicion farmacéutica. Los ejemplos
de conservantes incluyen benzoato de sodio, acido sorbico y ésteres de acido de p-hidroxibenzoico. También
pueden utilizarse antioxidantes y agentes de suspension.

El xen6n también puede administrarse en combinacion con otro agente farmacéuticamente activo. El agente
puede ser cualquier agente farmacéuticamente activo adecuado incluyendo agentes anestésicos o sedantes que
promueven la actividad GABAérgica. Los ejemplos de tales agenten GABAérgicos incluyen propofol y
benzodiazapinas.

El xenén también puede administrarse en combinacion con otros principios activos tales como bloqueantes de
canales de calcio de tipo L, bloqueantes de canales de calcio de tipo N, antagonistas de sustancia P,
bloqueantes de canales de sodio, bloqueantes de receptores purinérgicos, o combinaciones de los mismos.

El xenén puede administrarse mediante cualquier mecanismo adecuado, o dos o mas mecanismos de
administracion adecuados.

En una forma de realizacion particularmente preferida, el xendn se administra por perfusiéon. En el contexto de la
presente invencion, el término “perfusion” se refiere a la introduccion de una mezcla de oxigeno/xenén en, y a la
eliminacién de dioxido de carbono de, un paciente utilizando una maquina cardiopulmonar especializada. En
términos generales, la maquina cardiopulmonar reemplaza la funcion del corazén y los pulmones y proporciona
un campo quirdrgico sin sangre, sin movimiento para el cirujano. El perfusionista ventila la sangre del paciente
para controlar el nivel de oxigeno y didxido de carbono. En el contexto de la presente invencion, el perfusionista
también introduce xendén en la sangre del paciente. El perfusionista impulsa entonces la sangre de nuevo al
sistema arterial para proporcionar un flujo de sangre con nutrientes a todos los tejidos y 6rganos vitales del
paciente durante la cirugia cardiaca.

En una forma de realizacion preferida, el medicamento esta en forma gaseosa. En otra forma de realizaciéon muy
preferida, el xendn se administra por inhalacién.

En una forma de realizacion preferida, el medicamento comprende ademas oxigeno, nitrdgeno o mezclas de los
mismos, mas particularmente aire.

En otra forma de realizacion preferida, el medicamento comprende ademas helio, NO, CO, CO;, N2O, otros
compuestos gaseosos y/o medicamentos inhalables.

En otra forma de realizacion preferida, el xendn se mezcla con otro gas inerte, tal como argén o kripton.
En otra forma de realizacion preferida, el xendn se mezcla con oxigeno, o un gas que contiene oxigeno.

En una forma de realizacion muy preferida, el medicamento es una mezcla gaseosa binaria que comprende
desde aproximadamente el 10 hasta aproximadamente el 80% de xenon en volumen, mas preferentemente
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desde aproximadamente el 20 hasta aproximadamente el 80% de xendén en volumen, comprendiendo el resto
oxigeno. En otra forma de realizacion preferida, el medicamento comprende desde aproximadamente el 30 hasta
aproximadamente el 75% de xendn en volumen, comprendiendo el resto oxigeno.

En otra forma de realizaciéon muy preferida, el medicamento es una mezcla gaseosa ternaria que comprende
desde aproximadamente el 10 hasta aproximadamente el 80% de xendn en volumen, mas preferentemente
desde aproximadamente el 20 hasta aproximadamente el 80% de xendén en volumen, comprendiendo el resto
oxigeno y nitrogeno. En otra forma de realizacion preferida, el medicamento comprende desde aproximadamente
el 30 hasta aproximadamente el 75% de xen6n en volumen, comprendiendo el resto oxigeno y nitrégeno.

En otra forma de realizacion preferida, el medicamento comprende de aproximadamente el 5 a aproximadamente
el 90% en volumen de xendén, mas preferentemente, de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 80% en
volumen de xendn, mas preferentemente todavia, de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 50% en
volumen de xendn, mas preferentemente todavia, de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 30% en
volumen de xendn.

En otra forma de realizacion preferida, el medicamento esta en forma de un liquido o una disoluciéon. En una
forma de realizacién particularmente preferida, el medicamento esta en forma de una emulsion lipidica.

Preferentemente, el liquido se administra en forma de una disolucién o una emulsién preparada a partir de
disoluciones estériles o esterilizables, que pueden inyectarse por via intravenosa, por via intraarterial, por via
intratecal, por via subcutanea, por via intradérmica, por via intraperitoneal o por via intramuscular.

En una forma de realizacion particularmente preferida, el xendn se administra en forma de una emulsion lipidica.
La formulacién intravenosa contiene normalmente una emulsién lipidica (tal como las emulsiones disponibles
comercialmente Intralipid®10, Intralipid®20, Intrafat®, Lipofundin®S o Liposyn®, o una especialmente formulada
para maximizar la solubilidad) que aumenta suficientemente la solubilidad del xendn para lograr el efecto clinico
deseado. Puede encontrarse informacion adicional sobre emulsiones lipidicas de esta clase en G. Kleinberger y
H. Pamperl, Infusionstherapie, 108-117 (1983) 3.

La fase lipidica de la presente invencién que disuelve o dispersa el gas se forma normalmente a partir de ésteres
de acidos grasos de cadena media y larga saturados e insaturados que contienen de 8 a 30 atomos de carbono.
Estos lipidos forman liposomas en disolucion acuosa. Los ejemplos incluyen aceite de pescado y aceites
vegetales tales como aceite de soja, aceite de cardo o aceite de semilla de algoddn. Las emulsiones lipidicas de
la invencion son normalmente emulsiones de aceite en agua en las que la proporcion de grasa en la emulsion es
convencionalmente del 5 al 30% en peso, y preferentemente del 10 al 20% en peso. Las emulsiones de aceite en
agua de esta clase se preparan a menudo en presencia de un agente emulsionante tal como un fosfatido de soja.

Los lipidos que forman los liposomas de la presente invencién pueden ser naturales o sintéticos e incluyen
colesterol, glicolipidos, esfingomielina, glucolipidos, glicoesfingolipidos, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidil-serina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol.

Las emulsiones lipidicas de la presente invencion también pueden comprender componentes adicionales. Estos
pueden incluir antioxidantes, aditivos que hacen que la osmolaridad de la fase acuosa que rodea a la fase lipidica
sea isotdnica con la sangre o polimeros que modifican la superficie de los liposomas.

Se ha establecido que pueden afadirse cantidades apreciables de xenén a una emulsiéon lipidica. Incluso
mediante los medios mas sencillos, a 20°C y presién normal, el xenoén puede disolverse o dispersarse en
concentraciones de 0,2 a 10 ml o mas por ml de emulsién. La concentracion de gas disuelto depende de varios
factores, incluyendo temperatura, presion y la concentracion de lipido.

Las emulsiones lipidicas de la presente invencion pueden cargarse con xenén gaseoso. En general, se llena un
dispositivo con la emulsién y se hacen pasear anestésicos como gases o vapores a través de burbujeadores de
vidrio sinterizados sumergidos en la emulsion. Se permite que la emulsién se equilibre con el gas o vapor
anestésico a una presion parcial elegida. Cuando se almacenan en recipientes herméticos a los gases, estas
emulsiones lipidicas muestran una estabilidad suficiente para que el anestésico no se libere como un gas a lo
largo de periodos de almacenamiento convencionales.

Las emulsiones lipidicas de la presente invencion pueden cargarse de modo que el xenén esta al nivel de
saturacion. Alternativamente, el xenén puede estar presente en concentraciones inferiores, siempre que, por
ejemplo, la administracion de la emulsion produzca la actividad farmacéutica deseada.

La concentracion de xenén empleada en la invencién puede ser la concentracion minima requerida para lograr el
efecto clinico deseado. Es habitual para un médico determinar la dosificacion real que sera la mas adecuada
para un paciente individual, y esta dosis variara con la edad, el peso y la respuesta del paciente particular. Puede
haber, por supuesto, casos individuales en los que se exigen intervalos de dosificacion superiores o inferiores, y
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tales estan dentro del alcance de esta invencion.

Preferentemente, el medicamento estd en una forma apta para la administracién intravenosa, neuraxial o
transdérmica.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de prevencion de déficits neuroldgicos inducidos por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, comprendiendo dicho método
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de xenén a dicho sujeto.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de prevencion de la neurodegeneracion inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, comprendiendo dicho método
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de xenén a dicho sujeto.

Un aspecto adicional de la invencioén se refiere a un método de prevencién de la apoptosis neuronal inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, comprendiendo dicho método
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de xenén a dicho sujeto.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de prevencion de la lesién neuronal inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, comprendiendo dicho método
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de xenén a dicho sujeto.

Un método de prevencion de la lesion neuronal inducida por isoflurano en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto xenén e isoflurano.

Un método de prevencion de la lesion neuronal inducida por sevoflurano en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto xenén y sevoflurano.

Un método de prevencion de la lesion neuronal inducida por desflurano en un sujeto, preferentemente un sujeto
neonatal, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto xenén y desflurano.

Un método para proporcionar anestesia y/o analgesia en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal,
comprendiendo dicho método administrar xendn en combinacién con isoflurano, en el que la cantidad de xenén
es suficiente para prevenir la lesién neuronal inducida por isoflurano.

Un método para proporcionar anestesia y/o analgesia en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal,
comprendiendo dicho método administrar xenén en combinacién con sevoflurano, en el que la cantidad de xenén
es suficiente para prevenir la lesién neuronal inducida por sevoflurano.

Un método para proporcionar anestesia y/o analgesia en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal,
comprendiendo dicho método administrar xenén en combinacién con desflurano, en el que la cantidad de xenén
es suficiente para prevenir la lesién neuronal inducida por desflurano.

Las formas de realizacién preferidas para todos los métodos anteriores son idénticas a las facilitadas
anteriormente para los aspectos de utilizaciéon correspondientes.

Auln otro aspecto de la invencion se refiere a una formulaciéon anestésica para prevenir uno o mas déficits
neurolégicos inducidos por anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal,
comprendiendo dicha formulacién xenén y un diluyente, excipiente y/o portador farmacéuticamente aceptable.

Aun otro aspecto de la invencion se refiere a una formulacidon anestésica para prevenir la neurodegeneracion
inducida por anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, comprendiendo dicha
formulacién xendn y un diluyente, excipiente y/o portador farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una formulacion anestésica para tratar y/o aliviar y/o prevenir la
apoptosis neuronal inducida por anestésicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, comprendiendo
dicha formulacién xendén y un diluyente, excipiente y/o portador farmacéuticamente aceptable. Un aspecto
adicional de la invencion se refiere a una formulacion anestésica para prevenir la necrosis neuronal inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto, preferentemente un sujeto neonatal, comprendiendo dicha formulacién
xenoén y un diluyente, excipiente y/o portador farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacion preferida, la formulacion anestésica de la invencién comprende ademas un agente
GABAEérgico como agente anestésico.

Mas preferentemente, el agente anestésico es isoflurano, sevoflurano o desflurano.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una formulacion anestésica que comprende el 60% de xenodn, el 0,75%
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de isoflurano, el 25% de oxigeno y con el resto como nitrégeno.
Xenon

Como gas anestésico, el xenén presenta muchas cualidades deseables incluyendo cardioestabilidad (Stowe et
al., 2000), un bajo coeficiente de sangre-gas (Nakata et al., 1997) (la explicacién de los rapidos tiempos de
induccion y emergencia del xenén), y un potente efecto analgésico (Ma et al., 2004). Dada la inevitable aplicacion
restringida de este gas extremadamente costoso y raro, el xenén puede encontrar un nicho como anestésico
neuroprotector intraoperatorio profilactico (Mayumi Homi et al., 2003).

Los efectos neuroprotectores del xenén se han observado en modelos in vivo de lesion neuronal aguda que
implican la administracion de excitotoxinas a ratas (Ma et al. 2002), derivacion cardiopulmonar en ratas (Ma et al.
2003b), oclusion de la arteria cerebral media en ratones (Homi et al, 2003), parada cardiaca en cerdos (Schmidt
et al 2005), e hipoxia-isquemia en ratas neonatales (Ma ef al., 2005). El xendn era un agente neuroprotector mas
eficaz que o bien gavestinel (Ma et al, 2005) o bien dizolcipina (Ma et al 2003a), otros dos antagonistas de NMDA
que se han sometido a prueba clinicamente.

El trabajo in vitro ha mostrado que el xenén puede proteger frente a la excitotoxicidad inducida por tanto
glutamato como privacién de oxigeno y glucosa (Wilhelm et al., 2002; Ma et al., 2003a). A concentraciones
anestésicas in vivo (75%), se ha mostrado que el xendén protege de manera dependiente de la dosis frente a
ataques excitotdxicos con la misma eficacia neuroprotectora que MK801 (Ma et al., 2002). Adicionalmente, los
mismos experimentos mostraron que incluso a esta dosis relativamente alta de xenén, no hay evidencias de
ninguna neurotoxicidad en las cortezas retroesplenial o cingulada posterior. Estudios mas recientes han
mostrado que la anestesia basada en xendn proporciona una mejora neurolodgica funcional en ratas sometidas a
derivacion cardiopulmonar (Ma et al., 2003b).

Experimentos de electrofisiologia han caracterizado al xendén como un potente inhibidor no competitivo
postsinaptico (De Sousa et al., 2000) de receptores de NMDA con pocos o ningun efecto mediado por GABA
(Franks et al., 1998). Aunque éste puede ser el mecanismo detras del efecto anestésico, es casi cierto que el
xenon presenta otros sitios de accion que aun han de dilucidarse. Esta teoria esta apoyada por la capacidad del
xenén para actuar en oposicion a otros antagonistas de receptores de NMDA, atenuando sus efectos
neurotoxicos (Nagata et al., 2001).

Hasta la fecha, hay relativamente pocos datos sobre los efectos del xenén sobre el neonato. En cuanto a la
seguridad, los estudios han mostrado que el xendn, en contraposicion a N2O, no interfiere con el control PKC del
axon en extension in vitro (Fukura et al., 2000) ni presenta propiedades teratogénicas in vivo (Lane ef al., 1980).
Con respecto a la eficacia, se ha mostrado que el xendn es un agente analgésico eficaz en ratas neonatales (Ma
et al., 2004).

El modelo de rata in vivo de anestesia: protocolo

Experimentos preliminares sugirieron que el 75% de xenon + el 0,75% de isoflurano era una dosis demasiado
alta para crias de rata neonatales (que induce apnea en el 100% de los sujetos de prueba en el plazo de 10 min).
Esto se respalda por los datos existentes de que el xen6n es un anestésico y analgésico mas potente que el
oxido nitroso (Sanders et al., 2003). Se sustituy6 por el 60% de isoflurano + el 0,75% de isoflurano como una
concentracion que era mas probablemente de MAC equivalente con el 75% de 6xido nitroso + el 0,75% de
isoflurano.

Sprague-Dawley es una raza consanguinea que presenta determinadas diferencias fenotipicas con respecto a
ratas utilizadas en estudios anteriores. Especificamente, cuando se intentd reproducir regimenes de dosis alta
utilizados previamente (Jevtovic-Todorovic et al., 2003), por ejemplo el 75% de N2O % + el 1% de isoflurano +
midazolam 6 mg/kg, las ratas mostraron un alto grado de sensibilidad (las tasas de mortalidad habrian sido del
100% en ausencia de intervencion hasta finalizar la exposicion anestésica). Por tanto, las concentraciones de
gas para cada grupo tenian que adaptarse para inducir un estado de anestesia sin producir apnea.

Caracterizacién de neurodegeneracion

Se ha demostrado repetidamente que la técnica cuprica-argéntica (tincion con plata de DeOlmos) es excelente
para destacar la densidad y la distribucion de neurodegeneracion (Beltramino et al., 1993; Jevtovic-Todorovic et
al., 2003). El procedimiento destaca la argirofilia (una respuesta generalizada del SNC a la lesion (O’Callaghan y
Jensen, 1992)) para revelar la neurodegeneracion acumulativa, por lo que no se aplican cuestiones que rodean
al pequefio intervalo de tiempo de la expresion del marcador, como en otras técnicas que identifican productos
génicos y activacion enzimatica (DeOlmos e Ingram, 1971).

La inmunohistoquimica de caspasa-3 parecia estar actuando como marcador adecuado de la apoptosis
neuronal. Como enzima citoplasmatica, las células tefiidas con caspasa-3 activada se tefiian en su totalidad,
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haciendo por tanto la cuantificacion relativamente sencilla.

Al final de la cascada de sefializacion apoptoética, la caspasa-9 activa a la caspasa-3 (una cisteina proteasa), y
por tanto la caspasa-3 es un marcador de aquellas células posteriores al punto de implicacién apoptética.
Aunque ampliamente analoga a la tincion con plata, la inmunoquimica con caspasa-3 es superior tanto para fines
de cuantificacion como para la caracterizacion de la muerte celular fisiologica (Olney et al., 2002b).

C-Fos es uno de los genes tempranos inmediatos que presenta un papel en relacionar acontecimientos
citoplasmaticos con la transcripcion de genes nucleares (Walton et al., 1998). Como regulador de la expresion
génica, c-Fos indica un estado de activacion neuronal, un resultado de varios posibles estimulos externos
diferentes, incluyendo muerte celular apoptética (Dragunow y Preston, 1995) y dolor (revisado en Duckhyun y
Barr, 1995). Se ha demostrado previamente que C-Fos es un marcador sensible de la neurotoxicidad de
antagonistas del receptor de NMDA en ratas adultas (Ma et al., 2002) y es valido para la evaluacion de la
activacion del receptor de NMDA (Hasegawa et al., 1998). El protocolo de inmunohistoquimica de c-Fos (Ma et
al., 2002), constituia toda la base de cuantificacion en pruebas con formalina en médula espinal, tifiendo nucleos
activados de negro.

Apoptosis inducida por anestésicos

A partir de datos existentes puede deducirse que el cerebro humano en desarrollo, tanto en el itero como en los
primeros afios de vida, experimenta una transformacion altamente dinamica desde un fenotipo fetal hasta uno
que se asemeja al fenotipo adulto. Las caracteristicas distintivas de este proceso son una renovacion
extremadamente rapida de las sinapsis (de hasta el 20% al dia (Okabe et al., 1999)) y un alto nivel de apoptosis
de fondo, ya que las neuronas que no alcanzan sus dianas sinapticas se eliminan, presumiblemente para
preservar la eficiencia energética (Hua y Smith, 2004). Este estudio confirma que la exposicidon a determinados
agentes anestésicos durante esta fase critica de neurodesarrollo (sinaptogénesis) produce apoptosis en el
cerebro en desarrollo. Los experimentos han demostrado que la exposicion a isoflurano, un agente de inhalacién
GABAérgico utilizado comunmente, induce un aumento de 4 veces en el nivel de apoptosis en la corteza.
Ademas, el 6xido nitroso (aunque no manifiesta ninguna propiedad neurodegenerativa como agente individual)
muestra su potencial neurodegenerativo potenciando significativamente la apoptosis inducida por isoflurano
hasta doce veces de lo que se observa en los controles. Se obtuvieron resultados similares del hipocampo,
donde el isoflurano y la mezcla de isoflurano-6xido nitroso aumentaron el nivel de apoptosis (4 veces y 7 veces,
respectivamente).

El hipocampo, un pliegue especializado del tejido cortical que forma parte del sistema limbico, tiene una funcién
importante en la formacion de la memoria (Aggleton y Brown, 1999).

Las neuronas en el hipocampo presentan la capacidad de mostrar el fenédmeno conocido como “potenciacion a
largo plazo” (LTP), por lo que la eficacia sinaptica se refuerza progresivamente mediante patrones especificos de
actividad neural. Se piensa que este proceso es la base de la memoria a nivel celular. De manera clasica, el
procesamiento hipocampico tiene lugar tanto en el hipocampo como en la circunvolucion parahipocampica
(subiculo), antes de proyectarse al trigono cerebral. Dado el grado de lesiéon neuronal en el hipocampo y el
subiculo, no es sorprendente que ratas expuestas a altos niveles de anestésicos como neonatos muestren
signos de deficiencias de aprendizaje como adultos (Jevtovic-Todorovic et al., 2003) respaldado por el hallazgo
de supresion de LTP en el mismo estudio.

Dadas las claras implicaciones para anestesia pediatrica, estd en marcha mucho trabajo para caracterizar el
mecanismo tras este proceso. Se sabe que la activacion tanto del receptor de GABA como del receptor de
NMDA influye en la sefializacion de supervivencia para las neuronas (Brunet et al., 2001; Bittigau et al., 2002).
Teniendo esto en cuenta, el ratén intoxicado con etanol ha constituido la base de un modelo animal para el
estudio de este proceso. Aunque la caspasa-3 es un marcador excelente de células apoptéticas, su posicion
como efector final de una cascada de sefializacion de muerte altamente divergente ofrece poca percepcion del
mecanismo de apoptosis. La activacion de la caspasa-3 es una etapa comun para las rutas “mitocondriales” de
apoptosis tanto intrinseca como extrinseca mediada por el “receptor de muerte” (Green, 2000).

Young et al. esperaban reducir la busqueda a una sola ruta con una serie de experimentos elegantes. Se utilizd
una combinaciéon de inmunohistoquimica-inmunofluorescencia doble, analisis de inmunotransferencia de tipo
Western y ratones con genes inactivados para destacar los componentes especificos de ruta, entre ellos Bax y
citocromo c (intrinseco), y caspasa-8 (extrinseco) (Young ef al., 2003). Se encontrdé que aunque los ratones de
tipo natural tratados con etanol mostraban el patrén caracteristico de la apoptosis inducida con etanol, los
ratones con Bax inactivado homocigotos a los que se administré el mismo tratamiento no mostraron
practicamente ningun signo de apoptosis en absoluto; de hecho, el nivel de apoptosis fue menor que el
observado en la muerte celular fisiolégica de los controles. Adicionalmente, establecieron que no tiene lugar la
activacion de caspasa-8. Esto implica claramente la ruta de apoptosis intrinseca en la apoptosis inducida por
anestésicos. Esta ruta, centrada en torno a las mitocondrias, se controla por una variedad de mediadores pro- y
anti-apoptéticos en el citosol de las neuronas. En el contexto de las neuronas en desarrollo, Bcl-X. (un miembro
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de la familia de Bcl-2) es principalmente anti-apoptético, mientras que Bax es pro-apoptotico (Yuan y Yanker,
2000). Young et al. lanzaron la hipotesis de que el etanol, un antagonista del receptor de NMDA y agente
GABAérgico doble, presenta la capacidad de desalojar a Bax de la membrana mitocondrial, donde se almacena
habitualmente en estado inactivo. Una vez en el citosol, Bax (si no se controla por Bcl-X\) llega a formar parte de
un complejo activo, que a su vez puede volver a, y alterar, la membrana mitocondrial (Korsmeyer et al., 2002). Se
piensa que la translocacion posterior del contenido mitocondrial (especificamente la parte habitualmente de
citocromo ¢ de la produccién de energia celular) al interior del citosol produce una sefal pro-apoptotica
extremadamente poderosa. El citocromo c citosélico forma un complejo con Apaf-1 y caspasa-8, que entonces
activa la caspasa-3, dando como resultado la iniciacién de cascadas adicionales, produciendo en ultima instancia
la escision caracteristica tanto de proteinas del citoesqueleto como del ADN (Dikranian et al., 2001).
Naturalmente, a partir de este analisis no es posible identificar el punto exacto en el que los anestésicos
interaccionan con esta ruta. Ademas, clases individuales de agentes pueden inducir apoptosis (por ejemplo el
isoflurano solo (Jevtovic-Todorovic et al.,, 2003) y la ketamina sola (lkonomidou et al., 1999)), por lo que la
utilizacion de un agente GABAérgico y un antagonista del receptor de NMDA doble no distingue diferencias de
potencial entre las dos interacciones de receptores, aunque las cascadas intracelulares subsiguientes pueden
converger posteriormente (Brunet et al., 2001; Bittigau et al., 2002). Es completamente posible que el isoflurano
y/o el o6xido nitroso puedan desregular la razén intracelular Bax/Bcl-2, quiza alterando el trafico de calcio
intracelular.

Utilizacién de xendn durante la sinaptogénesis: xenédn como agente individual

La barrera hematoencefalica bloquea eficazmente la translocacién de muchas sustancias solubles en agua de la
sangre al SNC. Logra esto a través de una red de uniones estrechas, la cubierta de astrocitos solapante, y la
ausencia relativa de mecanismos de transporte. Sin embargo, ninguna de estas medidas son un obstaculo eficaz
al xenon, un atomo pequefio y apolar, que puede lograr rapidamente concentraciones anestésicas en el cerebro
(Sanders et al., 2003). Una vez en la sinapsis, se piensa que el xenon produce su efecto anestésico a través del
bloqueo no competitivo del receptor de NMDA, aunque mediante un mecanismo que no produce un bloqueo de
canal abierto tipico.

Los resultados del presente estudio muestran que inducir un estado de anestesia con el 75% de xenén no
produce neurodegeneracion apoptética en el cerebro neonatal. Los estudios han demostrado de manera
concluyente que el bloqueo del receptor de NMDA es un elemento clave de este proceso (posiblemente a través
de la privacion de estimulacion eléctrica o tréfica), con efectos perjudiciales producidos con la utilizacion de
MK801, ketamina, fenciclidina (PCP) y acido carboxipiperazin-4-ilpropil-1-fosfénico (CCP) (lkonomidou et al.,
1999). Por tanto, resulta peculiar que el xenén, un potente antagonista del receptor de NMDA (con el 75% de
xenon equivalente a MK801 en algunos contextos (Ma et al., 2002)), no induzca neurodegeneracion apoptética.
A la luz del volumen de pruebas biolégicamente plausibles relacionadas con la falta de estimulacion tréfica que
produce apoptosis durante el bloqueo del receptor de NMDA (revisado en Haberny et al., 2002), se intenta
sugerir que el xendn presenta una propiedad anti-apoptética nueva, mediada por una diana no definida todavia
(que podria ser membranosa, citoplasmatica, mitocondrial o nuclear, dadas las propiedades farmacodinamicas y
farmacocinéticas inusuales del xenén). Aunque al menos en teoria, el bloqueo inusual por el xené6n de los
receptores de NMDA podria ser responsable (por ejemplo, a través de una subunidad del receptor de NMDA que
presenta una distribucidon o un nivel de expresion diferente en neonatos tal como NR2B o NR2D, o incluso un
efecto preferente en receptores de NMDA extra-sinapticos (Hardingham et al., 2002)), la capacidad del xenén
para oponerse diametralmente a la neurotoxicidad mediada por el antagonista del receptor de NMDA sugiere que
hay otros sistemas implicados (Nagata et al., 2001). Por tanto, es posible que como antagonista del receptor de
NMDA, el xenén podria estar induciendo un grado de sefializacién pro-apoptética a través de una cascada de
sefalizacion intracelular, mientras que la tedrica accion anti-apoptotica altera simultdneamente la misma cascada
en una posicién posterior (y por tanto, bloqueando también la sefializacion inducida por isoflurano).

Utilizacién de xendn durante |la sinaptogénesis: xenén en combinacién con isoflurano

En este estudio se demostrd que la administracion concomitante del 60% de xenén puede inhibir la apoptosis
inducida por el 0,75% de isoflurano 4 veces, hasta un nivel no estadisticamente diferente de los controles
expuestos a aire. Esto conduce a la hipétesis de que el xendén presenta un efecto antiapoptoético dentro del marco
de la apoptosis inducida farmacolégicamente.

Una caracteristica bien definida del xenén es su falta de efecto en los receptores de GABA; este atributo es el
que puede fundamentar algunos de los efectos atipicos del xenén sobre el SNC. Como consecuencia, es
razonablemente seguro descargar cualquier antagonismo directo de la accién del isoflurano en el receptor de
GABA. La unica posibilidad restante es la alteracién posterior de la ruta de apoptosis propuesta inducida por
isoflurano u oxido nitroso, o bien mediante xenén directamente, o bien mediante una via indirecta que implica
posiblemente la modulacién de otras rutas, por ejemplo la dopaminérgica (Ma et al., 2002).

La comparacion entre los datos para el xenén solo y el xenédn en combinacidon con isoflurano sugiere que el
xenon puede reducir el grado de lesion neuronal inducida por isoflurano, mientras que presenta un efecto minimo
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sobre el proceso de la muerte celular fisiolégica (observado en controles). Esto implica que el xenén puede
alterar la sefalizacién pro-apoptética patolégica. Si el xendén fuera a potenciar la ruta de “supervivencia”
intrinseca (por ejemplo, mediante regulacion por incremento de Bcl-X.), entonces seria razonable esperar una
reduccion en el nivel de PCD en la exposicién al 75% de xenon (lo que claramente no es el caso). Sin embargo,
esto es altamente especulativo, dada la falta de comprensién en los mecanismos implicados; actualmente no se
sabe si las rutas apoptéticas secuestradas por los anestésicos convencionales son idénticas a la PCD de control.
Pueden encontrarse respuestas en un analisis en profundidad de las diferentes rutas implicadas en el
mecanismo de accion del xenén cuando se compara con el 6xido nitroso (un antagonista gaseoso del receptor
de NMDA que actualmente es el agente comparable mas préximo).

Implicaciones clinicas

Dado el precio y los valores de MAC del xendn, es una necesidad economica (incluso con los sistemas de
recuperacion-reciclaje mas avanzados) asi como una necesidad clinica que la anestesia con xen6n se mantenga
con otro agente. El presente trabajo con combinaciones de agentes sugiere que la utilizacion de isoflurano,
aunque induciendo apoptosis neuronal como agente individual, es adecuado para este fin en neonatos.

Experimentos han revelado al xenén como tratamiento potencial para la apoptosis inducida por anestésico. Por
tanto, la utilizacion de xendén en anestesia pediatrica (a dosis econdmicamente factibles) podria aumentar
espectacularmente la seguridad de los protocolos anestésicos generales actuales.

En resumen, estos datos afiaden credibilidad a la utilizacion segura y eficaz del xendn en el neonato; el xenén es
actualmente el Unico anestésico conocido que se ha demostrado que no induce apoptosis neuronal neonatal a
dosis clinicamente aplicables. Esto abre la posibilidad de que la anestesia basada en xenén encuentre un campo
rentable dentro de la pediatria como agente anestésico seguro, potencialmente analgésico y potencialmente
neuroprotector.

Combinaciones de xendn/sevoflurano

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una combinacién que comprende xenén y sevoflurano.
Preferentemente, la combinacion es una combinacion sinérgica.

Estudios realizados por el solicitante han demostrado que, sorprendentemente, las combinaciones de xenén y
sevoflurano a concentraciones en las que son completamente ineficaces como agentes individuales,
proporcionan una notable neuroproteccion cuando se combinan y se administran a un sujeto antes de una lesion
hipoxica, es decir el xenén y el sevoflurano en combinacion muestran una proteccion sinérgica sorprendente e
inesperada contra la lesién hipoxica posterior.

Aunque sin querer restringirse a la teoria, se cree que el efecto protector es anti-necrético, en lugar de anti-
apoptotico, es decir el efecto protector surge de la prevenciéon de la muerte celular por necrosis. La muerte
celular puede producirse por apoptosis o necrosis. En el primer caso, un estimulo inicia una cascada de
acontecimientos que finalmente conducen a muerte celular; la apoptosis a menudo se denomina “muerte celular
programada” y forma parte del desarrollo fisiologico normal. En cambio, la necrosis implica un estimulo que
induce directamente a la muerte de la célula y siempre es un proceso patoldgico.

Estudios realizados por el solicitante han demostrado que dosis de xenén y sevoflurano que son ineficaces
cuando se administran como agentes individuales funcionan sinérgicamente en combinaciéon, dando como
resultado una mayor reduccion en la liberacién de LDH que concentraciones correspondientes de los gases
utilizados solos. Los experimentos han demostrado que ni el 0,67% de sevoflurano, ni el 12,5% de xenén,
producen una reduccién significativa en la liberacion de LDH; por tanto, utilizar xenén o sevoflurano como
agentes de preacondicionamiento individuales no ofrece proteccion significativa del dafio isquémico. Sin
embargo, cuando los dos gases se utilizan en combinacion como agentes de preacondicionamiento, se reduce
significativamente la liberacion de LDH. Pueden encontrarse detalles adicionales de estos experimentos en los
ejemplos adjuntos.

En una forma de realizacion preferida, el xenén se administra en una cantidad subterapéuticamente eficaz. En
este contexto, el término “cantidad subterapéuticamente eficaz” significa una cantidad que es menor que la
requerida normalmente para producir anestesia. Generalmente, una atmdsfera de aproximadamente el 70% de
xenon es suficiente para inducir o mantener la anestesia. Por consiguiente, una cantidad subterapéutica de
xenon corresponde a menos de aproximadamente el 70% de xendén.

Asimismo, en una forma de realizacion preferida, el sevoflurano se administra en una cantidad
subterapéuticamente eficaz. En este contexto, el término “cantidad subterapéuticamente eficaz” significa una
cantidad que es menor que la requerida normalmente para producir anestesia. En general, una atmésfera de
aproximadamente el 2,5% de sevoflurano es suficiente para mantener la anestesia. Por consiguiente, una
cantidad subterapéutica de sevoflurano corresponde a menos de aproximadamente el 2,5% de sevoflurano.
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Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende xendn y sevoflurano y un
diluyente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, la composicion farmacéutica es
una formulacién anestésica.

En una forma de realizacion preferida, la formulacion comprende desde aproximadamente el 10 hasta
aproximadamente el 30% de xeno6n y desde aproximadamente el 1 hasta aproximadamente el 5% sevoflurano
(v/v), comprendiendo el resto oxigeno o nitrogeno, o una mezcla de los mismos. Mas preferentemente, la
formulacién comprende desde aproximadamente el 10 hasta aproximadamente el 20% de xenén y desde
aproximadamente el 2 hasta aproximadamente el 4% sevoflurano, comprendiendo el resto oxigeno o nitrégeno, o
una mezcla de los mismos.

En una forma de realizacién altamente preferida de la invencioén, la formulacién comprende aproximadamente el
12,5% de xendn, aproximadamente el 0,67% de sevoflurano, aproximadamente el 25% de oxigeno y el resto es
nitrégeno.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una formulacién anestésica para prevenir uno o mas déficits
neurolégicos inducidos por sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicha formulacién xenén y un diluyente,
excipiente y/o portador farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una formulacién anestésica para prevenir la neurodegeneracion
inducida por sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicha formulacion xenén y un diluyente, excipiente y/o
portador farmacéuticamente aceptable.

Auln otro aspecto de la invencion se refiere a una formulaciéon anestésica para prevenir la apoptosis neuronal
inducida por sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicha formulacion xenén y un diluyente, excipiente y/o
portador farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de xenon y sevoflurano en la preparacion de un
medicamento para proporcionar neuroproteccion y/o anestesia y/o analgesia.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de xenén en la preparacion de un medicamento para
proporcionar neuroproteccion y/o anestesia y/o analgesia, en la que dicho medicamento es para su utilizacion en
combinacién con sevoflurano.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de sevoflurano en la preparacion de un medicamento para
proporcionar neuroproteccion y/o anestesia y/o analgesia, en la que dicho medicamento es para su utilizacion en
combinacién con xendn.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a la utilizacion de (i) xendn, y (ii) sevoflurano, en la preparacion de
un medicamento para prevenir la lesion neuronal inducida por sevoflurano en un sujeto.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de xenén en la preparacion de un medicamento para
prevenir uno o mas déficits neuroldgicos inducidos por sevoflurano en un sujeto. Preferentemente, el déficit
neurolégico esta asociado con necrosis neuronal.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de xenén en la preparacion de un medicamento para
prevenir la neurodegeneracion inducida por sevoflurano en un sujeto.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de xenén en la preparacion de un medicamento para
prevenir la necrosis neuronal en un sujeto.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacion de xenén en la preparacion de un medicamento para
prevenir la apoptosis neuronal inducida por sevoflurano en un sujeto.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de xenén en la preparacion de un medicamento para
prevenir la lesion neuronal inducida por sevoflurano en un sujeto.

Otro aspecto de la invenciéon se refiere a la utilizacion de xenon y sevoflurano en la preparacion de un
medicamento para proporcionar anestesia en un sujeto, en la que la cantidad de xenoén es suficiente para
prevenir la lesién neuronal inducida por sevoflurano.

Aun otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacién de xenén en la preparacion de un medicamento para
prevenir la necrosis neuronal, o un estado asociado con necrosis neuronal.

Los estados asociados con necrosis neuronal incluyen, por ejemplo, infarto isquémico e infarto debido a
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traumatismo.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de proporcionar neuroproteccion y/o anestesia y/o
analgesia en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de una combinacion de xenoén y sevoflurano.

Preferentemente, el xenén y el sevoflurano se administran antes de la lesion hipoxica-isquémica, mas
preferentemente, al menos 1 hora, mas preferentemente al menos 2 horas antes de la lesion hipdxica-isquémica.
En una forma de realizacion particularmente preferida, el xenén y el sevoflurano se administran desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 24 horas antes de la lesion hipdxica-isquémica.

Preferentemente, el sujeto es un mamifero, mas preferentemente, un ser humano.
Para todos los aspectos de la invencion, preferentemente el sujeto es un sujeto neonatal.

En una forma de realizacion preferida, el xenén y el sevoflurano se administran al sujeto neonatal mediante la
administracion a la madre antes de y/o durante el parto, o antes de y/o durante una cesarea.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de prevencion de déficits neuroldgicos inducidos por
sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
xenon a dicho sujeto.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de prevencion de la neurodegeneracion inducida por
sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
xenon a dicho sujeto.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de prevencién de la apoptosis neuronal inducida por
sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
xenon a dicho sujeto.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método de prevencion de la necrosis neuronal inducida por
sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
xenon a dicho sujeto.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de prevencion de la lesién neuronal inducida por sevoflurano
en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de xenén a dicho
sujeto.

Auln otro aspecto de la invencion se refiere a un método de prevencién de la lesiéon neuronal inducida por
sevoflurano en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto xenén y sevoflurano.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de proporcionar anestesia y/o analgesia en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar xenén en combinacion con sevoflurano, en el que la cantidad de xendén
es suficiente para prevenir la lesiéon neuronal inducida por sevoflurano.

Otro aspecto de la invenciodn se refiere a un método de prevencién de la necrosis neuronal, o un estado asociado
con necrosis neuronal, en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de xendn a dicho sujeto.

Auln otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizaciéon de xenoén e isoflurano en la preparacion de un
medicamento para su utilizacion como agente de preacondicionamiento para proteger contra la lesion hipdxica.

Tal como se usa a lo largo de todo el documento, el término “agente de preacondicionamiento” se refiere a un
medicamento que puede prevenir el dafio neuronal que puede surgir de una lesion hipdxica posterior.
Normalmente, los agentes de preacondicionamiento pueden administrarse antes de acontecimientos
potencialmente perjudiciales tales como cirugia invasiva, derivacion cardiopulmonar (CPB), trasplante de 6rgano,
parto, antes de la implantacion uterina del embrién fecundado (como parte de la fecundacion in vitro),
procedimientos quirdrgicos neurovasculares, resecciones de tumor cerebral y similares. Los agentes de
preacondicionamiento también pueden administrarse tras uno o mas acontecimientos perjudiciales en los que el
sujeto puede estar en riesgo de acontecimientos perjudiciales adicionales posteriores, por ejemplo, pacientes con
accidente cerebrovascular.

Preferentemente, cuando se usa como agente de preacondicionamiento, el xendn se administra antes de la
lesion hipdxica-isquémica, mas preferentemente, al menos 1 hora, mas preferentemente al menos 2 horas antes
de la lesién hipoxica-isquémica. En una forma de realizaciéon particularmente preferida, el xendén se administra
desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 24 horas antes de la lesion hipdxica-isquémica.
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Aun otro aspecto de la invencion se refiere a la utilizacién de xenén en la preparacion de un medicamento para
su utilizacién como agente de preacondicionamiento para proteger contra la lesion hipdxica, en la que dicho
medicamento es para su utilizacion en combinacién con sevoflurano.

Aun otro aspecto de la invencién se refiere a la utilizacion de sevoflurano en la preparacién de un medicamento
para su utilizacion como agente de preacondicionamiento para proteger contra la lesion hipoxica, en la que dicho
medicamento es para su utilizacion en combinacién con xenén.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de proteccion de un sujeto de la lesion hipdxica,
comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una
combinacién de xendn y sevoflurano.

La presente invencion se describe adicionalmente a modo de ejemplo no limitativo y con referencia a las figuras
siguientes, en las que:

La figura 1 muestra ratas anestesiadas durante un periodo de 6 h (experimentos de neurodegeneracion) o
105 min (prueba de formalina). Una vez extirpados los cerebros, se obtuvieron cortes para incluir la region de
interés: un corte frontal a -3,6 mm del bregma (experimentos de neurodegeneracion) o un corte transversal de
la intumescencia lumbosacra de la médula espinal (prueba de formalina). Figura 1A: Disposicién para
anestesia con xenon de circuito cerrado. Figura 1B: Diagrama que representa una vista sagital a través del
cerebro de rata neonatal, y el corte transversal utilizado para el recuento. Figura 1C: Diagrama, de un corte
transversal a través de la intumescencia lumbrosacra de la médula espinal de la rata neonatal (las lineas
discontinuas representan limites de regiones de recuento, tomadas de un protocolo utilizado previamente
(Duckhyun y Barr, 1995).

La figura 2 muestra cortes tefiidos con plata. Se emple6 la tincién con plata de DeOlmos para determinar
posibles zonas de interés para inmunohistoquimica. Se anestesi6 a las ratas con diversas combinaciones de
gases, se les extirp6 el cerebro y se obtuvieron cortes para la tincion de DeOlmos. Las zonas de
neurodegeneracion no especifica se tifien de negro (ampliacion x4). Figura 2A: Fotomicrografia de la corteza
de un animal de control, que muestra baja captacion de plata. Figura 2B: Fotomicrografia de la corteza de
una rata expuesta al 75% de 6xido nitroso + el 0,75% de isoflurano, que muestra captacion de plata en capas
corticales especificas. Figura 2C: Fotomicrografia del hipocampo de un animal de control, que muestra baja
captacion de plata. Figura 2D: Fotomicrografia del hipocampo de una rata expuesta al 75% de 6xido nitroso +
el 0,75% de isoflurano, que muestra amplia captacion de plata.

La figura 3 muestra neurodegeneracion apoptética cortical e hipocampica inducida por exposicion a
anestésicos en ratas neonatales: datos medios. Neurodegeneracion apoptética inducida en la corteza y el
hipocampo mediante anestesia fingida o exposicion a anestésicos (el 75% de 6xido nitroso, el 75% de xendn,
el 0,75% de isoflurano, el 75% de o6xido nitroso + el 0,75% de isoflurano o el 75% de xendén + el 0,75% de
isoflurano) tal como se mide con inmunotinciéon con caspasa-3 en la corteza de ratas neonatales de 7 dias de
edad. Figura 3A: Datos medios de la corteza (media + DE, n = 3) de todos los grupos de tratamiento. ** p <
0,01 frente a aire; *** p < 0,001 frente a aire. Figura 3B: Datos medios del hipocampo (media + DE, n = 3) de
todos los grupos de tratamiento. ** p < 0,01 frente a aire.

La figura 4 muestra neurodegeneracion apoptodtica cortical en ratas neonatales expuestas a agentes
anestésicos individuales. Fotomicrografias (ampliacion x4) que muestran inmunotincion con caspasa-3 de la
corteza, destacando las células destinadas para apoptosis (tincion negra). Las fotomicrografias (ampliacion
x4) corresponden a exposicién a gas: aire (A), el 75% de 6xido nitroso (B), el 75% de xen6n (C) o el 0,75% de
isoflurano (D) durante 6 horas.

La figura 5 muestra neurodegeneracion apoptotica cortical en ratas neonatales expuestas a combinaciones
de agentes anestésicos. Fotomicrografias (ampliacion x4) que comparan la tincién con caspasa-3 en la
corteza de ratas neonatales expuestas a o bien el 75% de 6xido nitroso + el 0,75% de isoflurano (A), o bien el
60% de xenon + el 0,75% de isoflurano (B) durante 6 h. Pese al hecho de que tanto el 6xido nitroso como el
xenon estan caracterizados como antagonistas del receptor de NMDA, muestran propiedades diametralmente
opuestas cuando modulan la apoptosis inducida por isoflurano (potenciacion y atenuacion, respectivamente).
La microscopia Optica de alta potencia (ampliacion x20) confirmé que todas las neuronas se tefiian, lo que
estaba de acuerdo con que la caspasa-3 es una enzima citoplasmatica (C).

La figura 6 muestra neurodegeneracion apoptética hipocampica inducida por la exposicion a anestésicos en
ratas neonatales. Tras una exposicion a gas de 6 h, se realizé inmunotincion de caspasa-3 del hipocampo
para destacar las células destinadas para la apoptosis (tincion negra). Las fotomicrografias (a ampliacion x4)
corresponden a exposicion a gas: aire (A), el 75% de &xido nitroso (B), el 75% de xendn (C), el 0,75% de
isoflurano (D), el 75% de &xido nitroso + el 0,75% de isoflurano (E), y el 60% de xeno6n + el 0,75% de
isoflurano (F).
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La figura 7 muestra los resultados de la prueba de formalina. Se comparo el potencial analgésico de (el 75%
de oxido nitroso + el 0,75% de isoflurano) con (el 60% de xenon + el 0,75% de isoflurano) usando una prueba
de formalina para cuantificar la respuesta nociceptiva a una inyeccion de formalina en la pata trasera
izquierda a través de la expresion de c-Fos en la médula espinal. Figura 7A: Datos medios (media + DE, n =
3) de todos los grupos de tratamiento. *** p < 0,001 frente a controles con inyeccion de formalina; + p < 0,05
frente a N2O + Iso. Figura 7B: Fotomicrografia de corte de médula espinal para el 75% de 6xido nitroso + el
0,75% de isoflurano. Figura 7C: Fotomicrografia de corte de médula espinal para el 60% de xenén + el 0,75%
de isoflurano.

La figura 8 muestra el diagrama de flujo del protocolo de ensayo de LDH.

La figura 9 muestra el diagrama de flujo del protocolo para evaluar las poblaciones celulares necréticas,
viables y apoptéticas tras el preacondicionamiento.

La figura 10 muestra el grafico de la liberacion de LDH frente a la concentracion de xenén. Se
preacondicionaron las células durante 2 horas seguido por OGD (privacion de oxigeno y glucosa).

La figura 11 muestra el grafico de la liberacion de LDH frente a las concentraciones de sevoflurano. Se
preacondicionaron las células durante 2 horas seguido por OGD.

La figura 12 muestra el grafico de liberacion de LDH frente al preacondicionamiento con xenédn, el
preacondicionamiento con sevoflurano y la combinacion de preacondicionamientos. Se preacondicionaron las
células durante 2 horas seguido por OGD.

La figura 13 muestra el preacondicionamiento de combinacion, usando analisis de FACS de poblaciones
celulares necroticas, viables y apoptoticas.

Ejemplos

Materiales y métodos

Este estudio se adapta a la ley del R.U. sobre animales (procedimientos cientificos) de 1986 y el protocolo del
estudio tiene la aprobacion del Ministerio del Interior.

Ejemplo 1.

Exposicién a gases anestésicos

Animales

Se colocaron crias de rata Sprague-Dawley de 7 dias de edad en pocillos individuales de una camara de
anestesia personalizada y se aleatorizaron a grupos A-F para recibir una de 6 combinaciones de gases durante 6
horas. Un trabajo anterior ha establecido que los antagonistas de receptor de NMDA presentan su maximo efecto
neurodegenerativo 7 dias tras el nacimiento (lkonomidou et al., 1999).

Suministro de gas

El grupo B recibid el 75% de oxido nitroso y el 25% de oxigeno suministrado por una maquina de anestesia
calibrada, mientras que el C recibi6 el 75% de xendn junto con el 25% de oxigeno mediante una maquina de
anestesia personalizada modificada para el suministro de xenén (Ohmeda, modificado por Air Products, Surrey,
R.U.). El grupo D se expuso al 25% de oxigeno junto con el 0,75% de isoflurano. Los 2 grupos restantes se
expusieron a combinaciones de gases, concretamente el 25% de oxigeno + el 75% de 6xido nitroso + el 0,75%
de isoflurano (grupo E) y el 25% de oxigeno + el 60% de xenén + el 15% nitrégeno + el 0,75% de isoflurano
(grupo F). El alto coste de xendn descarta su utilizaciéon en un circuito abierto, por consiguiente el grupo C y el
grupo F recibieron gases utilizando un sistema de circuito cerrado (figura 1A), mientras que los gases para todos
los demas grupos se suministraron en un circuito abierto de alto flujo.

Monitorizacion

Todas las ratas se mantuvieron normotérmicas a lo largo de todo el estudio utilizando un bafio de agua
combinado con un termostato. Se monitorizaron las concentraciones de gases con un médulo de espirometria
S/5 (Datex-Ohmeda, Bradford, R.U.) y se comprobaron regularmente las propias ratas para detectar signos de
dificultad respiratoria. Dadas las caracteristicas quimicas inertes del xendn gaseoso, se utilizé un monitor 439XE
especial (Air Products, Surrey, R.U.) para verificar el suministro de concentraciones anestésicas de xendn,
basandose en analisis de radiofrecuencia.
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Perfusion tisular. Recogida v fijacién

Se sacrificaron ratas destinadas para inmunohistoquimica con 100 mg kg'1 de pentobarbital sddico i.p.
inmediatamente tras la anestesia, mientras que se permitié que las ratas para tinciéon con plata de DeOlmos se
recuperaran durante 18 h antes de someterse al mismo procedimiento. Se realizé una toracotomia y se insertd
una canula en la aorta a través de una aguja insertada en la punta del corazén. Después se sometio la cria a
perfusion con 10 ml de disolucion de heparina al 1%, saliendo el exceso de disolucién a través de una incision en
la auricula derecha. Para fijar los tejidos, se inyectaron 20 ml de paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0,1 M
mediante la misma via transcardiaca. Después se extirp6 el cerebro completo y se dejé fijar en perfundido de
paraformaldehido y se refriger6 a 4°C. 24 horas después, se transfirieron los cerebros a una disolucion de
sacarosa al 30% con tampén fosfato y azida de sodio al 1%, y se mantuvieron refrigerados hasta que se
hundieron los cerebros (aproximadamente 48 horas).

Seccionamiento

Una vez procesados, se corté un bloque para incluir de manera segura el area de interés, una seccién coronal a
-3,6 mm del bregma (figura 1B). Después se incrustaron los bloques y se congelaron en disolucion de O.C.T.
Después se corto el bloque de manera coronaria en aproximadamente 120 cortes, cada uno de 30 um de grosor,
con un criostato (Bright Instrument Company Ltd., Huntingdon, R.U.). Se transfirieron las secciones cortadas a
una placa de 6 pocillos que contenian solucién salina tamponada con fosfato (PBS).

Protocolos de tincién

Tincién con plata de DeOlmos

Se llevé a cabo la tincion con plata de DeOlmos segun un protocolo establecido (DeOlmos e Ingram, 1971). Se
montaron las secciones flotantes sobre portaobjetos Polysine adhesivos, se lavaron en agua destilada y después
se incubaron en una mezcla de cobre-plata (1000 ml de nitrato de plata al 2,5%, 15 ml de nitrato ctprico al 0,5%,
40 ml de piridina y 80 ml de alcohol etilico al 95%). Tras 4 dias se retiraron las secciones, se trataron con
acetona al 100% durante 5 min y después se transfirieron a disolucién madre de nitrato de plata amoniacal recién
preparada (300 ml de agua destilada, 200 ml de NaOH al 0,36%, 90 ml de hidréxido de amonio concentrado y 10
ml de nitrato de plata al 20%) durante 15 min. Inmediatamente tras el nitrato de plata amoniacal se colocaron los
portaobjetos en una disolucidon reductora compuesta por 24 ml de formalina no neutralizada al 10%, 14 ml de
acido citrico al 1%, 200 ml de etanol al 100% y 1762 ml de agua destilada durante 2 min. Para completar el
procesamiento, se tifieron los fondos de las secciones de amarillo con ferrocianuro de potasio al 0,5%, se
blanquearon durante 1 min en tiosulfato de sodio al 1% y después se lavaron en agua destilada. Después se
deshidrataron suavemente en etanol al 70%, al 90% y al 100%. Después se elimind el etanol con dos
exposiciones de 5 min a xileno al 100%. Mientras todavia estaban humedos con xileno, se afiadieron a los
portaobjetos 2 gotas de medios de cubreobjetos Styrolite (BDH, Poole, R.U.) y después se cubrieron con
cubreobjetos. Habiendo eliminado las burbujas de aire mediante golpeteos, se dejaron secar los portaobjetos
durante la noche antes de la microscopia optica.

Inmunohistoguimica de caspasa-3

Se transfirié un pocillo aleatorio de cada bloque cortado, que contenian cada uno aproximadamente 20 cortes
representativos del bloque total, a un pocillo de fondo de seda marcado utilizando una pipeta Pasteur de 3 ml.
Después se lavaron las secciones en 5 ml de PBS durante 5 min en un agitador ajustado a 75 rpm. Se repitié
este procedimiento de lavado dos veces mas, sustituyendo el PBS cada vez. Para extinguir las secciones, se
incubaron a temperatura ambiente en un agitador durante 30 min en una disolucion que comprendia 35 ml de
metanol, 15 ml de PBS y 500 pl de disolucion madre de H2O; al 30%.

Después se retird la disolucion de extincion y se lavaron las secciones tres veces en PBS. Se bloquearon las
secciones durante 60 min a temperatura ambiente con 50 ml de PBST (PBS que contenia Triton-X al 0,5%
(Promega Corporation, Madison, WI)) y 1500 pl de suero de cabra normal (NGS) (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA). Para la incubacion con el anticuerpo primario, se mantuvieron las secciones durante la noche a
4°C en un agitador ajustado a 50 rpm en una disolucién compuesta por 16 pl (1:1500) de anticuerpo de conejo
anti-caspasa-3 escindida (New England Biolabs, Hertfordshire, R.U.), 50 ml de PBST y 500 ul de NGS. Al dia
siguiente se lavaron las secciones 3 veces en PBST y después se incubaron con el anticuerpo secundario
durante 60 min en una disolucién compuesta por 50 ml de PBST, 750 ul de NGS y 250 pl de anticuerpo de cabra
anti-lgG de conejo (Chemicon International, Temecula, CA). Tras 3 lavados adicionales en PBST, se incubaron
las secciones en disolucion ABC recién preparada a partir de un kit Vectastain ABC (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA) durante 60 min. Después se elimindé la disolucion ABC mediante lavado con 3 cambios de PBS,
mientras se preparaba disolucién reciente de 3,3’-diamino-bencidina (DAB), que incluia agua destilada, tampdn,
disolucion madre de DAB, H;0O; y disolucion de niquel a partir de un kit de sustrato de peroxidasa (Vector
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Laboratories Inc. Burlingame, CA). Se sumergieron los cortes en disolucion de DAB durante 4 min a temperatura
ambiente, se lavaron inmediatamente 3 veces con PBS para terminar la tincion y después se lavaron 3 veces con
agua destilada.

Para montar las secciones sobre los portaobjetos de microscopio, se hizo flotar el contenido de los pocillos en
agua destilada y se transfirieron las secciones individuales a portaobjetos Superfrost utilizando un pincel fino.
Una vez montados, se dejaron secar los portaobjetos durante la noche. Para completar el procesamiento de los
portaobjetos, después se deshidrataron los portaobjetos con muestras, se limpiaron y se cubrieron con
cubreobjetos tal como para la tincién con plata de DeOlmos.

Inmunohistoguimica de c-Fos

Se realiz6 la inmunohistoquimica de c-Fos en paralelo con la inmunohistoquimica de caspasa-3 con tan soélo tres
cambios al protocolo. Mientras que se utilizé NGS en el protocolo de caspasa-3, se utilizé suero de asno normal
(NDS) (Chemicon International, Temecula, CA) para los pocillos de c-Fos. El anticuerpo primario utilizado fue 20
pl (1:2500) de anticuerpo de cabra anti-c-Fos (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), y el anticuerpo
secundario fue 250 pl de anticuerpo de asno anti-cabra (Chemicon International, Temecula, CA). Todas las
demas etapas de inmunotincion de c-Fos fueron idénticas a las del protocolo de inmunohistoquimica de caspasa-
3.

Cuantificaciéon

Se determind el numero de neuronas en degeneracion o activadas contando el nimero de células tefidas con
DAB (negras) en una seccion coronal de un hemisferio alrededor de -3,6 mm desde el bregma visualizada con un
microscopio optico BX-60 (Olympus, Southall, R.U.) y se tomaron fotomicrografias de ejemplo con una camara
digital Axiocam (Zeiss, Gottingen, Alemania). Se recopilaron datos tanto de la corteza como del hipocampo a lo
largo de 3 cortes, tras lo cual se calculd el numero medio de neuronas en degeneracion. Las secciones tefidas
con el método de tincion con plata se fotografiaron bajo el microscopio sin ningun recuento formal.

Analisis de datos

Todos los datos se expresan como media + desviacion estandar. El analisis estadistico comprendia un analisis
de varianza de medidas repetidas paramétricas de medias seguido por una prueba de Newman-Keuls para
comparaciones multiples a lo largo de los grupos A-F. Se consider6 que un valor de P de < 0,05 era
estadisticamente significativo.

Pruebas de formalina

Se llevaron a cabo pruebas de formalina segun un protocolo establecido (Ma et al., 2004) para comparar el grupo
E con el grupo F. Se aleatorizaron ratas de una camada a uno de 4 grupos para recibir diferentes inyecciones y
gases: aire + formalina, aire + solucion salina, el 60% de xenén + el 0,75% de isoflurano + formalina o el 75% de
oxido nitroso + el 0,75% de isoflurano + formalina. Se expusieron todas las ratas a la mezcla de gases respectiva
durante 15 min y después se les inyecto en la pata trasera izquierda o bien formalina (10 pl de formalina al 5%) o
bien un volumen equivalente de solucién salina. Tras 90 min adicionales de exposicion a gas, se sacrificaron los
animales/muestras de médula espinal, se sometieron a perfusion y se fijaron como en el estudio principal. De
toda la médula espinal, se cortdé un bloque, que comprendia la intumescencia lumbosacra. Se cortaron secciones
transversales de 30 um en un criostato y se procesaron las secciones para determinar la inmunohistoquimica de
c-Fos. Tras la tincion, se seleccionaron 3 secciones que mostraban una expresion maxima de c-Fos y se
tomaron fotografias de cada grupo, y se dividié la médula espinal en regiones tal como se notificd anteriormente
(figura 1C) (Duckhyuan y Barr, 1995). Después se calculo el nimero medio de células positivas para c-Fos por
region para el analisis estadistico.

Resultados

Tincioén con plata de DeOlmos

Como marcador no especifico de regiones que experimentan neurodegeneracion, la tincion con plata de
DeOlmos destaco particularmente tanto el hipocampo como capas corticales especificas. Estas areas mostraron
una extensa captacion de plata, indicada por tincion negra en secciones expuestas a anestésicos, en
contraposicion a controles sometidos a anestesia simulada en los que la captacion fue minima (figura 2).
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Inmunohistoguimica de caspasa-3

Caspasa-3 activada cortical

Las células neuronales que mostraban activacion de caspasa-3 eran facilmente distinguibles del fondo como
tincion de axones y cuerpos celulares negra. La tincion establecié el nivel de nivel de fondo de la activacion de
caspasa-3 cortical en ratas expuestas a aire como de 19,3 + 6,4 (media + DE), n = 4 (figura 3A). Como agentes
individuales, ni el 75% de N2O ni el 75% de xendn inducen un aumento significativo de las células positivas para
caspasa-3 (22,5 + 59, n = 3y 19,7 + 9,6, n = 3 respectivamente; p>0,05 frente al aire) mientras que la
administracion del 0,75% de isoflurano solo produjo un nivel moderado de tincidon de caspasa-3 activada (76,5 +
11,4, n = 5; p < 0,01 frente al aire) (figura 4).

En combinacién con el 0,75% de isoflurano, el 75% de N>O potencia considerablemente la apoptosis inducida
por isoflurano (232,0 + 19,9, n = 6; p < 0,001 frente al aire) mientras que el 60% de xendn reduce la lesién (26,7
+ 3,9, n =4; p > 0,05 frente al aire) (figura 5).

Caspasa-3 activada en hipocampo

Ni el 75% de N2O ni el 75% de xendn mostraron un aumento significativo de las células positivas para caspasa-3
por encima del nivel inicial (3,7 £ 1,4 y 5,0 + 3,2 respectivamente frente a 5,2 + 1,8 en los controles; p > 0,05)
(figura 3B). En cambio, el 0,75% de isoflurano solo aumenta significativamente el numero de neuronas en
degeneracion (22,1 + 9,6; p < 0,01 frente al aire), al igual que lo hizo la combinacién del 0,75% de isoflurano y el
75% de N2O (34,8 £ 20,2; p < 0,01 frente al aire) (figura 6). La administracion doble del 60% de xendn con el
0,75% de isoflurano redujo el grado de lesion neuronal hasta 5,8 + 2,6; p = < 0,05 frente al aire.

Expresién de c-Fos en médula espinal (prueba de formalina)

Ambas combinaciones de gases (el 75% de N2O + el 0,75% de isoflurano y el 60% de xendn + el 0,75% de
isoflurano) mostraron un efecto analgésico suprimiendo la expresion de c-Fos en todas las regiones de la médula
espinal frente a controles positivos a los que se les inyecto formalina (p < 0,001) (figura 7). En las laminas A/B,
en las que la expresion de c-Fos era maxima, la combinacién con xendn confirid un mayor efecto analgésico que
el inducido por la combinacion nitrosa (15,0 + 1,7 frente a 22,3 + 4,3 respectivamente; p < 0,05).

Ejemplo 2
Métodos

Cultivo conjunto neuronal glial

Se obtuvieron neocortezas cerebrales completas (carentes del hipocampo, ganglios basales y meninges) a partir
de crias poco después del nacimiento (1-2 dias de edad) de ratones BALB/c. Se anestesiaron las crias con
isoflurano y después se decapitaron colocando las cabezas inmediatamente en disolucion de HSG a 4°C, una
disolucion con alto contenido en glucosa y sacarosa, isotdnica, compuesta principalmente por solucion salina
equilibrada de Hank (HBSS, GibroBRL) potenciada con NaHCO3 (0,04 M), sacarosa (0,2 M) y D-glucosa (0,3 M)
que también contenia disolucién de antibidtico — antimicético (AAS, GibroBRL). A lo largo de todo el
procedimiento de microdiseccion, se mantuvieron los tejidos cerebrales en disolucién de HSG a 4°C.

Después se sumergi6 el tejido cerebral en tripsina al 0,25% y se coloc6 en una camara de aire con agitacién
durante 50 minutos a 37°C rellena con el 5% de CO2 y el 95% de aire ambiental. Después se afiadié ADNasa a
la mezcla y se colocé de nuevo en la camara de aire con agitacion durante 15 minutos adicionales. Después se
centrifugd la mezcla a 1600 rpm durante 10 minutos a 4°C y se descarté cuidadosamente el sobrenadante

Después se resuspendieron las células y después se sembraron en placa a una densidad de 6, 25x10*

células/cm? en placas de 24 pocillos multiples (Costar, Cambridge, MA) y se cultivaron en un medio que consistia
en medio esencial minimo de Eagle aumentado con glucosa 20 mM, NaHCO3 26 mM, suero bovino fetal al 10%,
suero de caballo inactivado por calor al 10%, AAS (Gibco, Paisley, R.U.), glutamina 2 mM (Sigma, Poole, R.U.) y
factor de crecimiento epidérmico murino (EGF) 10 ng/ml (Gibco-BRL). Las células gliales alcanzaron la
confluencia aproximadamente una semana tras la siembra en placa.

Utilizando un procedimiento similar se obtuvieron células neuronales corticales a partir de ratones BALB/c fetales
a los 14-16 dias de gestacion y se sembraron en placa a una densidad de 1,25 x 10° células por cm? en la
monocapa confluente de células gliales derivadas de la estirpe genética correspondiente. Las células neuronales
alcanzaron la confluencia 10 dias tras la siembra en placa.
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Cultivo neuronal puro

Se recogieron células neuronales a partir de ratones embrionarios de 19 dias de edad mediante cesarea para
ratones BALB/c prefiados. Se extirparon 6-9 cerebros de ratén a partir de ratones fetales y se disecaron para
aislar neocortezas cerebrales completas carentes del hipocampo, ganglios basales y meninges. De nuevo a lo
largo de todo el procedimiento de microdiseccion, se mantuvieron los tejidos cerebrales en disolucién de HSG a
4°C. A partir de aqui, se realizé6 un procedimiento de siembra en placa similar descrito anteriormente. Se
sembraron las células a una densidad de 1,2x10° células por cm? en placas de 24 pocillos multiples (Cater,
Cambridge, MA) y se mantuvieron los cultivos a 37°C en un entorno humidificado con el 5% de CO,. Se utilizaron
medios neurobasales suplementados con B27, glutamina y AAS para resuspender las células neuronales y como
medio de cultivo. Por cada 10 ml de medios neurobasales, se afiadieron los siguientes suplementos: 200 ul de
B27, 100 pl de antibidtico y 25 ul de glutamina. Se realizé la sustitucién de medio para estas células el dia 2, 5y
7 con medio de cultivo previamente calentado a 37°C (medios neurobasales, B27, glutamina y AAS). El dia 5 tras
la siembra en placa neuronal, se afiadié arabindsido de citosina 10 pl/10 ml (clorhidrato de CA, Sigma) a los
cultivos celulares para detener la divisidon de células no neuronales. Los cultivos de células neuronales estaban
listos para utilizar el dia 7.

Preacondicionamiento

Se preacondicionaron las células utilizando camaras de gas de temperatura controlada, herméticas, de 1,4 litros,
especialmente construidas. Las camaras presentaban valvulas de entrada y de salida y un ventilador eléctrico
interno para garantizar un suministro eficaz y continuo de gases. La velocidad de flujo de gas era de 100 ml/min,
y por tanto se purgaron las camaras y se dejé que se equilibraran durante 45 minutos antes de establecer un
sistema cerrado. Se preacondicionaron las células durante 2 horas dentro del sistema cerrado con las
concentraciones de gases apropiadas utilizando caudalimetros. Se suministré sevoflurano utilizando un
vaporizador (Datex-Ohmeda).

Preparacion de disoluciones impregnadas con gas — Se prepard solucion salina equilibrada desoxigenada (BSS)
burbujeando el 5% de CO. y el 95% de N3 a través de burbujeadores de gas sinterizado al interior de la BSS en
un frasco de Drechsel en un incubador a 37°C.

Privacion de oxigeno y glucosa

Para modelar el dafo isquémico en el cerebro, se sometieron células neuronales a privacion de oxigeno y
glucosa. Veinticuatro horas tras preacondicionar las células, se lavaron los cultivos dos veces con disolucion de
tampén HEPES (NaCl 120 mM, KCI 5,4 mM, MgCl» 0,8 mM, glucosa 15 mM y HEPES 20 mM, titulado a pH 7,4
utilizando NaOH 1 M). Después se lavaron una vez con BSS desoxigenada previamente calentada sin glucosa
(NaCl 116 mM, KCI 5,4 mM, MgSO4 0,8 mM, NaH,PO4 1 mM, CaCl, 1,8 mM, NaHCO3 26 mM) y después se
titularon a un pH de 7,4 utilizando HCI 2 M. Después se sustituydé el medio de cultivo con 600 ul de BSS
desoxigenada y después se coloco inmediatamente en una camara de exposicion a gas hermética a 37°C y se
dejo equilibrar hasta un entorno anaerobio que consistia en el 5% de CO; y el 95% de N2. Se expusieron las
células a este entorno anoxico durante 75 minutos. Se termind la privacion de oxigeno y glucosa retirando los
cultivos de la camara de gas y cambiando los medios; los cultivos destinados al ensayo de lactato
deshidrogenasa (LDH) se lavaron una vez y se sustituyeron con medio esencial minimo de Eagle potenciado con
glucosa 25 mM y NaHCO3 38 mM, mientras que los cultivos neuronal puros para FACS se lavaron una vez y se
sustituyeron con medios neurobasales suplementados con B27, glutamina y AAS.

Medicion de LDH
Se evalud la cantidad de dano neuronal mediante la cantidad de LDH liberada al interior del medio de cultivo,
utilizando un kit enzimatico colorimétrico normalizado (Sigma, Pooles R.U.). Esta técnica se ha descrito

anteriormente (Wilhelm et al 2002). Se realiz6 la evaluacion de LDH 16 horas tras la privacion de oxigeno y
glucosa (figura 8).

Evaluacién de FACS

Veinticuatro horas tras la privacion de oxigeno y glucosa se tifieron las células para el analisis de FACS. Se retird
el medio de cultivo y se lavé dos veces con disolucion de tampon HEPES. Después se afiadieron 100 pl de 1x
disolucion de tampon de union (BB) (HEPES 50 mM, NaCl 750 mM, CaClz 12,5 mM, MgCl, 5 mM, BSA al 20%)
con anexina V 0,4 pl/ml (Sigma-Aldrich, Poole, R.U.) y se dejo6 incubar sobre hielo durante 10 minutos. Después
se lavaron las células dos veces con 1x BB, y después se afiadié yoduro de propidio 0,8 ug/ml (Sigma-Aldrich,
Poole, R.U.) en suero bovino fetal al 1% (FBS) en disolucion de tampdn fosfato (PBS) y se dejo incubar sobre
hielo durante 5 minutos. A esto le sigui6 lavado dos veces con FBS al 1% en PBS y después adicion de 400 pl de
tripsina al 0,25%/EDTA y se dejé incubar durante 5 minutos a 37°C. Después se afadieron 800 ul de FBS al 1%
en PBS para detener la reaccion, se retiraron las células y se afiadieron a tubos para centrifugacién a 1200 g
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durante 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células con 300 pl de FBS al 1% en
PBS. Si era posible, se realizaron las etapas sobre hielo para reducir la cantidad de muerte neuronal.

Se utilizé un dispositivo FACSCalibur (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) con un Unico laser de argén para el
analisis de citometria de flujo. Se llevé a cabo la excitacion a 488 nm y se utilizaron filtros de emision 515-545 BP
(verde; FITC) y 600LP (rojo; Pl). Se analizaron al menos 10.000 células por muestra. Se realiz6 la adquisicion de
datos con Cell Quest 3.3 (Becton Dickinson) y se realizé el analisis de datos con Cell Quest Pro (Becton
Dickinson) (figura 9).

Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico utilizando Instat. Se expresaron los datos como media +/- EEM. Se realizé el
analisis estadistico de los datos dentro de, y entre, grupos con andlisis de varianza para medidas repetidas
seguido por la prueba de Student-Newman-Keuls. Se considera que los resultados son significativos si P<0,05.
Resultados

Preacondicionamiento con xenén

El preacondicionamiento con xendén durante 2 horas produce una reduccién dependiente de la concentracion de
la liberacién de LDH tras la privacion de oxigeno y glucosa (figura 10). La liberacion de LDH se redujo
significativamente mediante xeno6n al 50% y al 75%, hasta el 55+/-12% y hasta el 49+/-12% de los valores de
control respectivamente (p<0,05). Xendn al 12,5% redujo la liberacion de LDH hasta el 83+/-7% y xenén al 25%
redujo la liberacion de LDH hasta el 70+/-11% de los controles. Xen6n al 12,5% y al 25% presenté una tendencia
a reducir la liberacion de LDH con concentraciones crecientes, sin embargo los resultados no fueron
significativos (p>0,05).

Preacondicionamiento con sevoflurano

El preacondicionamiento con sevoflurano durante 2 horas también produce una reducciéon dependiente de la
concentracion de la liberacion de LDH (figura 11). Concentraciones de sevoflurano superiores al 1,9% produjeron
una reduccion significativa de la liberacion de LDH. Concentraciones de sevoflurano inferiores al 1,9% no
redujeron significativamente la liberacion de LDH y por tanto no ofrecieron a las células neuronales ninguna
proteccion frente a la privacion de oxigeno y glucosa (p>0,05). Sevoflurano al 2,7% dio como resultado una
disminucion significativa de LDH hasta el 64+/-6% del control (p<0,05). La liberacién de LDH presenté una
reduccion maxima a concentraciones de sevoflurano al 3,3% hasta el 37+/-5% de los controles (p<0,001). Se
encontré que sevoflurano al 0,67% no era eficaz, produciendo una reduccion de la liberaciéon de LDH hasta el
97+/-5% de los controles, y sevoflurano al 1,3% tampoco produjo ninguna reduccion de la liberacion de LDH
(1004/-11% de los controles).

Preacondicionamiento con combinacién de xendn y sevoflurano

Dosis ineficaces de xenén y sevoflurano en combinacion funcionaron de manera sinérgica en conjunto dando
como resultado una reduccion mayor de la liberacion de LDH que las concentraciones correspondientes de los
gases utilizados por si solos. En experimentos iniciales (figura 12) los datos mostraron que se encontré que
sevoflurano al 0,67% y xenén al 12,5% no producian una reduccion significativa de la liberacion de LDH, y por
tanto no ofrecian ninguna proteccion significativa frente al dafio isquémico (p>0,05). Sin embargo, cuando se
utilizan los dos gases en combinaciéon como agentes de preacondicionamiento, se redujo significativamente la
liberacion de LDH hasta el 59+/-5% de los controles (p<0,001).

Evaluacién de poblaciones celulares necréticas, viables y apoptéticas con preacondicionamiento con
combinacion

Para extrapolar los mecanismos detras del preacondicionamiento con xendn, sevoflurano y combinacién, se
utilizé FACS para determinar si los gases ejercen sus efectos mediante un mecanismo antiapoptético o
antinecrético. Para esta técnica es necesario utilizar cultivos neuronales puros.

Los controles fueron células no tefidas sin lesién y sin preacondicionamiento, con el fin de determinar si las
células viables producian fluorescencia y definir una region de células viables. La eficacia de la combinacion de
xenodn y sevoflurano utilizados como agentes de preacondicionamiento para reducir la cantidad de lesion
neuronal tras la privacion de oxigeno y glucosa concuerda con datos del ensayo de LDH (figura 13). El
preacondicionamiento simulado (células lesionadas sin preacondicionamiento), el 12,5% de xenén y el 0,67% de
sevoflurano tuvieron una poblacién de células viables significativamente menor en comparacioén con los controles
(p<0,001). El preacondicionamiento con combinacion tuvo una poblacion de células viables del 23+/-1%,
confirmando la sinergia de los dos gases en la reduccion de la cantidad de lesién neuronal en un modelo de
privacion de oxigeno y glucosa en comparacion con el 9% en el 12,5% de xendn y el 0,67% de sevoflurano
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(P<0,001).

Los grupos de control tenian una poblacion necrotica del 17+/-1%, mientras que el preacondicionamiento
simulado, el preacondicionamiento con el 12,5% de xendn y el preacondicionamiento con el 0,67% de
sevoflurano tenian poblaciones necréticas del 70+/-2%, 75+/-2% y 81+/- 2% respectivamente. Sin embargo,
xenon y sevoflurano en combinacion tenian una poblacion apoptética superior del 35%+/-3%, en comparacion
con xenodn solo y sevoflurano solo, con poblaciones apoptéticas del 9+/-1% (p<0,001) y el 17+/-1% (p<0,001)
respectivamente.

Una combinacién de xendn y sevoflurano tenia una poblacion de células necroéticas significativamente reducida
del 41+/-2% (p<0,001). Estos datos sugieren que xenon y sevoflurano, cuando se utilizan en combinacion como
agentes de preacondicionamiento, proporcionan una neuroproteccion sustancial mediante un mecanismo
antinecrotico.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizaciéon de xenodn en la preparacion de un medicamento para prevenir uno o mas déficits neurolégicos
inducidos por anestésicos GABAérgicos en un sujeto neonatal.

2. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que el déficit neuroldgico es neurodegeneracion.
3. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que el déficit neurolégico esta asociado con apoptosis neuronal.
4. Utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que el déficit neurolégico esta asociado con necrosis neuronal.

5. Utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que el déficit neurolégico es un déficit de aprendizaje, de memoria,
neuromotor, neurocognitivo o psicocognitivo.

6. Utilizacion de xendn en la preparacion de un medicamento para prevenir la neurodegeneracion inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto neonatal.

7. Utilizacion de xenoén en la preparacion de un medicamento para prevenir la apoptosis neuronal inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto neonatal.

8. Utilizacién de xendn en la preparacion de un medicamento para prevenir la necrosis neuronal inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto neonatal.

9. Utilizacion de xendn en la preparacion de un medicamento para prevenir la lesién neuronal inducida por
anestésicos GABAérgicos en un sujeto neonatal.

10. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el anestésico es isoflurano,
sevoflurano o desflurano.

11. Utilizacion segun la reivindicacion 10, en la que el xenén se administra en combinacion con un anestésico
seleccionado de entre isoflurano, sevoflurano o desflurano.

12. Utilizacién segun la reivindicacion 11, en la que el anestésico es isoflurano y la lesiéon neuronal es una lesion
neuronal inducida por isoflurano.

13. Utilizacion segun la reivindicaciéon 11, en la que el anestésico es sevoflurano y la lesidon neuronal es una
lesion neuronal inducida por sevoflurano.

14. Utilizacion segun la reivindicacion 11, en la que el anestésico es desflurano y la lesion neuronal es una lesién
neuronal inducida por desflurano.

15. Utilizacién de xendn en la preparaciéon de un medicamento para prevenir una lesion neuronal inducida por
isoflurano y/o inducida por sevoflurano y/o inducida por desflurano en un sujeto neonatal.

16. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el xenén se administra en
combinacién con un diluyente, excipiente y/o portador farmacéuticamente aceptable.

17. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el medicamento esta en forma
gaseosa.

18. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el medicamento se administra por
inhalacion.

19. Utilizacion segun la reivindicacion 17 o la reivindicacion 18, en la que el xenén se administra por perfusion.

20. Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que el medicamento esta en forma de
un liquido o una disolucién.

21. Utilizacion segun la reivindicacion 20, en la que el medicamento esta en forma de una emulsion lipidica.

22. Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que el medicamento esta en una forma
apta para la administracién intravenosa, neuraxial o transdérmica.

23.Xenodn para su utilizacion en la prevencion de uno o mas déficits neuroldgicos inducidos por anestésicos
GABAEérgicos en un sujeto neonatal.
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24. Xendn para su utilizacion en la prevencion de la neurodegeneracion inducida por anestésicos GABAérgicos
en un sujeto neonatal.

25.Xendn para su utilizacion en la prevencion de la apoptosis neuronal inducida por anestésicos GABAérgicos
en un sujeto neonatal.

26. Xenon para su utilizacion en la prevencion de la necrosis neuronal inducida por anestésicos GABAérgicos en
un sujeto neonatal.

27.Xenodn para su utilizaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26 en el que el xendn es para su

administracion al sujeto simultdneamente en combinacién, secuencialmente o por separado con otro agente
anestésico.
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