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RESUMO

“UTILIZAQAO DE XENON COM HIPOTERMIA PARA O TRATAMENTO DE ASFIXIA
NEONATAL"”

A presente invencdo refere-se a wutilizacdo de xénon na
preparacao de um medicamento para o tratamento de asfixia
neonatal num individuo recém-nascido, em que o referido

medicamento é para utilizacdao em combinac¢do com hipotermia.



DESCRICAO

“UTILIZAQAO DE XENON COM HIPOTERMIA PARA O TRATAMENTO DE ASFIXIA
NEONATAL”

A presente invencado refere-se ao tratamento de asfixia

neonatal.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A asfixia neonatal (ou perinatal), também conhecida por
hipdéxia-isquemia (HI) ¢é uma patologia que surge da absorcgao
inadequada de oxigénio por uma crianga durante o trabalho de
parto, nascimento ou periodo pds-natal imediato. A asfixia
neonatal constitui a causa principal de morbidade neuroldgica
crdénica e mortalidade aguda em recém-nascidos (Balduini et al.,
2000; Vannucci et al., 1997) e conduz, normalmente, a

encefalopatia hipdxica-isquémica.

Estudos demonstraram que a asfixia neonatal (hipoxia)
durante um curto periodo de tempo, tal como seis minutos, pode
conduzir a danos neuroldgicos permanentes. Tem sido demonstrada
a perda de tecido cerebral em primatas recém-nascidos asfixiados
e correlacionada <com a disfuncdo da memdéria e ©paralisia

aspastica (Windle, WF, 1969).



Cerca de 14,6% de todas as mortes no nascimento sao
provocadas por asfixia neonatal. No mundo ocidental, cerca de
0,9% (i. e. 100-130000) dos recém-nascidos sofrem de
asfixia neonatal. Cerca de 15-20% morrem e dos sobreviventes,
25% ficam gravemente incapacitados devido a complicacg¢des a longo
termo, tais como atraso mental, paralisia cerebral,
espasticidade, dificuldades de aprendizagem e/ou epilepsia (Law
et al., 1993; Perlman et al., 1999). Além disso, é cada vez mais
reconhecido que as criancas com asfixia moderada que parecem
inicialmente recuperar sem complicac¢des, apresentam problemas
comportamentais na infédncia que podem estar relacionados com
esta lesdo neonatal. A asfixia neonatal preenche aos critérios
de uma indicacdo de farmaco oérfdo uma vez que afecta menos de
5 doentes em 10000 habitantes e é uma doenga debilitante grave

com risco de vida sem uma terapia estabelecida.

Foi demonstrado em modelos animais neonatais de HI gue os
mecanismos de morte celular envolvidos neste tipo de leséao
cerebral, envolvem uma combinacdo de lesdo excitotdxica (ou
necrose) provocada por activacao excessiva de receptores do
glutamato, de um modo particular, receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), uma Vvez que sao muito sensiveis a neuxotoxicidade
durante periodos de sinaptogénese (Jevtovic-Todorovic e Olney,
2003) e por neurodegeneracao apoptdtica (Ikonomidou et al.,
1989; Pohl et al., 1999). O tipo de lesdo estd relacionado com a
gravidade da agressao hipdxica (Jevtovic-Todorovic e Olney,
2003) e, também, com a variagdao na vulnerabilidade das
diferentes regides cerebrais (Northington et al., 2001) .
Actualmente nédo existe terapia eficaz para combater a morte
neuronal aguda provocada por HI, embora estejam sob investigacao
experimental varias intervencgdes farmacoldégicas e nao

farmacoldgicas (Vannucci e Perlman, 1997).



A presente invencadao procura proporcionar um tratamento para

a asfixia neonatal.

DECLARAGCAO DA INVENGAO

Um primeiro aspecto da invencgao refere-se a utilizacdo de
xénon na preparagao de um medicamento para o tratamento de
asfixia neonatal, em que o referido medicamento ¢é para

utilizacado em combinacdo com hipotermia.

Um segundo aspecto da invengdo refere-se ao tratamento da

asfixia neonatal num mamifero com essa necessidade por,

(a) administracdao de uma quantidade terapeuticamente

eficaz de xénon a um mamifero; e

(b) submeter o mamifero a hipotermia.

Um terceiro aspecto da invengdo refere-se ao tratamento de
asfixia neonatal num mamifero com essa necessidade, por
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de

xénon, ao mamifero, em combinacdo com hipotermia.

Um quarto aspecto da invencgao refere-se a utilizacgdo de
xénon na preparagao de um medicamento para o tratamento de
asfixia neonatal, em que o referido tratamento compreende
administrar, a um individuo, simultaneamente, sequencialmente ou

separadamente, xénon em combinacdo com hipotermia.



Um quinto aspecto da invencdo refere-se a utilizacdo de
xénon, em combinagcdo com hipotermia, para o tratamento de

asfixia neonatal.

DESCRI giO DETALHADA

Fisiologia Normal do SNC Imaturo

Os aminodcidos de excitacdo (EAAs) glutamato e aspartato
sdo os mediadores principais da transmissdo sindptica de
excitacdo no sistema nervoso central maduro (CNS) (Dingledine e
McBain, 1999). Apresentam, também, uma funcdo principal na
ontogenia do SNC imaturo, onde estdo envolvidos em varios
processos fisioldgicos, tais como sinaptogénese, sobrevivéncia
neuronal, plasticidade sindptica e estrutura dendritica e
axdénica. No entanto, a activacao excessiva destes receptores de
aminodcidos durante o desenvolvimento pode produzir lesdo e

morte neuronal. Isto € denominado “excitotoxicidade’”.

0 glutamato ¢é¢ o mais abundante dos EAA (Dingledine e
McBain, 1999). E armazenado em vesiculas sindpticas e provoca a
despolarizacdo membranar dependente de cédlcio das membranas
pbdés—-sindpticas quando é libertado dos terminais pré-sindpticos.
0 glutamanto exerce o seu efeito de excitacdo sobre varios
subtipos de receptores que podem ser divididos nos tipos
N-metil-D-aspartato (NMDA) e nao NMDA, mas no SNC em
desenvolvimento verificou-se que ¢é o subtipo de receptor NMDA
que desempenha a funcado principal na lesdao cerebral associada
com HI (Ikonomidou et al., 1989; Komuro, 1993; MacDonald et al.,
1986) .



O receptor NMDA ¢é uma classe principal de receptor
glutamato e acredita-se que seja o neurotransmissor de excitacao
mais importante no sistema nervoso central de mamiferos. De um
modo importante, verifica-se que a activacdao do receptor NMDA é
0 principal acontecimento que conduz a excitotoxicidade e morte
neuronal em muitos estados de doenca, bem como é um resultado de
hipoxia e isquemia seguida por trauma craniano, apoplexia e apds
paragem cardiaca.

O receptor NMDA ¢é um receptor ionotrdépico encontrado
espalhado por todo o SNC, localizado na superficie de membranas
pdés—-sindpticas e extra-sindpticas (Riccio e Ginty, 2002; Sattler
et al., 2000). Estd ligado a um canal catidénico que é permedvel
a 16es Na' e cCca’ e, sob condicdées fisiolégicas normais é
blogqueado por Mg% num potencial de membrana em repouso negativo.
Torna-se desblogueado na despolarizacao da membrana celular,

2 através do canal e

permitindo, assim, um influxo de Ca
permitindo ao receptor exercer os seus efeitos intracelulares

(Hardingham e Bading, 2003).

Os receptores NMDA sdo vitais para o funcionamento cerebral
normal e a sua importdncia na fisiologia normal ¢é demonstrada
pela sua fungado principal na memdéria e aprendizagem (Bliss e
Collingridge, 1993). Inversamente, a activacdo patoldgica dos
receptores NMDA por um excesso de glutamato € a causa principal
de morte celular neuronal apds uma agressao isquémica ao
cérebro, devido a interrupcdo da regulacdo de Ca’’ intracelular.
Isto realga a funcadao principal desempenhada pelos receptores

NMDA em HI.



Agressdo Hipdéxica-Isquémica no Neonatal

De modo a gque o cérebro funcione, este necessita de um
fornecimento continuo de oxigénio e glucose e estd, assim
dependente de um fornecimento adegquado de sangue (Choi e
Rothman, 1990). Caso o fornecimento de sangue seja interrompido,
como no caso de asfixia neonatal, 1ird ocorrer, num espaco de
minutos, uma lesdo hipdxica-isquémica na 4&rea a Jjusante. Sob
estas condicdes de falta de oxigénio, o metabolismo celular
altera de aerdbico para anaerdbico (Vannucci e Perlman, 1997),
que €& menos eficaz na satisfacdo das necessidades energéticas da
célula. Isto conduz a uma redugcao das reservas de energia,
particularmente afectando as reservas de fosfato de energia
elevada, tal como ATP nos compartimentos neuronais e nas células
gliais (Dingledine e McBain, 1999). Existe acumulacéo
concomitante de ides H', conduzindo a acidose e libertacdo de

radicais livres que contribuem para outros danos nas células.

Sob condig¢des fisioldgicas, a concentracdo extracelular do
glutamato é mantida a niveis baixos pela acgao dos
transportadores de glutamato localizados em células neuronais,
mas expressos preferencialmente em células gliais (Dingledine e
McBain, 1999). Existem varios tipos diferentes de transportador
de absorcao de glutamato, mas essencialmente, funcionam todos do
mesmo modo, transportando dois catides Na' e um anido glutamato
para o interior da célula, enquanto transportam um catido K' e um
anido OH para fora da célula e para o espago extracelular
(Dingledine e McBain, 1999). Estas bombas iénicas actuam contra
um gradiente electroquimico e, deste modo, dependem de energia,
na forma de ATP, de modo a funcionarem correctamente. Deste
modo, a capacidade destas bombas em manter o potencial membranar

de repouso é diminuido pela redugdao na concentracao de ATP que



resulta de HI. Consequentemente, a falha na bomba dependente de
ATP conduz a despolarizagdao da membrana e uma 1inversao na
direccdo da bombagem (Eilers e Bickler, 1996; Kauppinen et al.,
1988). Assim, o glutamato €& transportado para fora da célula e
acumula-se uma concentracgdo de glutamato em excesso no espago
extracelular. Nao sé aumenta a concentracao de glutamato devido
a uma absorcdao diminuida, como também existe uma libertacéo
aumentada de glutamato dos terminais pré-sindpticos a medida que
a despolarizacdao membranar estabelece um potencial de accéo
(Dingledine e McBain, 1999). Exemplos destes processos que
conduzem a glutamato extracelular em excesso foram estabelecidos
in vitro (Bosley et al., 1983; Hauptman et al., 1984;
Pellegrino-Giampietro et al., 1990) e in vivo (Erecinska et al.,

1984; Graham et al., 1990; Ikeda et al., 1989).

A excitotoxicidade ocorre quando o glutamato extracelular
em excesso activa continuamente os receptores pds-sindpticos (de
um modo particular, os receptores NMDA) e o influxo de cédlcio
resultante estabelece um gradiente osmético através do qual a
dgua se move provocando o intumescimento das células. Os
sistemas enzimaticos dependentes de cdlcio sao, também,
activados no interior da célula e estes dois processos resultam

em morte celular neuronal aguda (Choi e Rothman, 1990).

Mecanismos de Morte Celular

Pensou-se sempre que a morte celular neuronal surge de um
de dois mecanismos: necrose e apoptose, como colocado em
hipdétese por Wyllie et al. (Wyllie et al., 1980). No entanto,
recentemente, estas categorias foram questionadas a medida que

surgiram mais evidéncias gque sugeriram gque a morte celular



deveria ser dividida nas categorias: morte celular excitotédxica
e apoptose (Olney, 2003). A morte celular excitotdxica tem sido
descrita como um processo necrdtico (Gwag et al., 1997; Katja e
Green, 2001), um processo apoptdtico e uma continuacado dos dois
(Leist e Nicotera, 1998; Nakajima et al., 2000). A apoptose e
necrose sao, normalmente, distinguidas pela sua distinta
aparéncia morfoldégica diferente. A apoptose necessita de ATP e
sintese de novas proteinas e é identificada por reducao celular,
condensacdo da cromatina com marginacdo e formacao de corpos
apoptdticos encerrados por membrana, onde a necrose é
reconhecida por reducdo nuclear com alteracdes por ficnose e

cariorrexia nucleares (Hill et al., 1995).

Verificou-se que a morte celular resultante de HI envolve
um periodo inicial de necrose, seguido por uma onda retardada de
morte celular apoptdtica (Northington et al., 2001). O tipo de
lesao gque sucede, parece ser dependente do tempo e dependente da
localizacdo, estando a lesadao necrdética inicial confinada ao
cérebro anterior ipsilateral, num modelo de HI em rato neonatal,
e a lesadao apoptdtica retardada ocorrendo no tdalamo (Northington
et al., 2001). Isto sugere que as diferentes regides cerebrais
podem expressar vulnerabilidade diferencial a cada tipo de morte

celular a diferentes tempos, apds HI.

No desenvolvimento normal, a apoptose é um acontecimento
normal, através da qual os neurdnios indesejados ou danificados
“cometem suicidio” (Ikonomidou et al., 2001). Na HI, a morte
celular excitotdxica inicial é mediada por activacao excessiva
de receptores NMDA, resultando na libertagdao descontrolada de
glutamato que, por sua vez, danifica os neurdnios circundantes.
L resposta natural aos danos durante a sinaptogénese & o0s

neurdénios iniciarem a morte celular programada (Olney, 2003), e



pensa-se que seja um mecanismos que € activado para proteger o

tecido vizinho (Leist e Nicotera, 1998).

Xénon como um Neuroprotector

Conhece-se na técnica que o receptor NMDA desempenha uma
funcdo importante na plasticidade sindptica gue estda subjacente
a muitas fungdes cognitivas superiores, tais como meméria e
aprendizagem, bem como em determinadas vias nociceptivas e na
percepcao de dor (Collingridge et al., The NMDA Receptor, Oxford
University Press, 1994). Além disso, determinadas propriedades
dos receptores NMDA sugerem que estes possam estar envolvidos no
processamento de informacdo no cérebro que estda subjacente a

prdépria consciéncia.

Os antagonistas do receptor NMDA s&o terapeuticamente
valiosos por varios motivos. Primeiro, os antagonistas do
receptor NMDA conferem analgesia profunda, um  componente
altamente desejavel de anestesia geral e sedacdo. Segundo, o0s
antagonistas do receptor NMDA sdo neuroprotectores sob muitas
circunsténcias clinicamente relevantes (incluindo isquemia,
trauma cerebral, estados de dor neuropdaticos e certos tipos de
convulsdes). Terceiro, os antagonistas do receptor NMDA conferem

um grau valioso de amnésia.

Dada a importdncia dos receptores NMDA na patogénese de HI,
¢ normal que os antagonistas de NMDA tenham sido investigados
como agentes neuroprotectores possiveis. Muitos antagonistas de
NMDA, tais como MK-801 e cetamina, tém demonstrado ser
neuroprotectores, em modelos in vitro e in vivo (Albers et al.,

1989; Arias et al., 1999; Choil et al., 1988; Kudo et al., 2001).



No entanto, apesar destes resultados encorajadores, 0s
antagonistas do receptor NMDA tém, também, demonstrado
apresentar efeitos secunddrios psicotomiméticos em humanos
(Krystal et al., 1994) e provocam danos no cértex retrosplenial
(RS) e cértex posterior cingulate (PC) (Olney et al., 1991).
Além disso, muitos antagonistas convencionais do receptor NMDA
conduzem a produgdo de movimentos involuntdrios, estimulagdo do
sistema nervoso simpatico, inducdo de neurotoxicidade a doses
elevadas (que ¢é pertinente uma vez gque o0s antagonistas do
receptor NMDA apresentam baixos potenciais como anestésicos
gerails), depressdo do miocdrdio e ©proconvulsdes em alguns
paradigmas epileptogénicos, e. g., *“kindling” (Wlaz P et al.,
Eur. J. Neurosci. 1994; 6: 1710-1719) . Surgiram  também
dificuldades considerdaveis no desenvolvimento de novos
antagonistas do receptor NMDA que sejam capazes de atravessar a

barreira hematoencefdlica.

0 xénon € um gds apolar inerte que €& um potente antagonista
de NMDA (Franks et al., 1998). Tal como outros antagonistas de
NMDA, também demonstrou ser neuroprotector contra muitas formas
de lesao neuronal in vitro (Petzelt et al., 2003) e in vivo
(Homi et al., 2003; Wilhelm et al., 2002). No entanto, ao
contrario dos outros antagonistas do receptor de NMDA, o xénon
nao € neurotdxico (Ma et al., 2002) . Outra vantagem da
utilizacdao de xénon como um antagonista de NMDA é gue a molécula
€ um géds 1inerte, volatil gue pode ser rapidamente eliminado via

respiracgao.
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0O xénon apresenta muitas outras propriedades favoraveis.
Desde a sua primeira utilizacdo em cirurgia (Cullen SC et al.,
Science 1951; 113: 580-582), vadrios grupos de pesquisa
demonstraram que apresenta um excelente perfil farmacoldgico,
incluindo a auséncia de produtos secundédrios do metabolismo,
analgesia profunda, inicio e recuperacdo réapida e efeitos
minimos no sistema cardiovascular (Lachmann B et al., Lancet
1990; 335: 1413-1415; Kennedy RR et al., Anaesth. Intens. Care
1992; 20: 66-70; Luttropp HH et al., Acta Anaesthesiol. Scand.
1994; 38: 121-125; Goto T et al., Anesthesiology 1997;
86: 1273-1278; Marx T et al., Br. J. Anaesth. 1997; 78:
326-327). Além disso, como o xénon € um atomo pequeno sem carga,
pode atravessar facilmente a barreira hematoencefalica,
produzindo assim um inicio réapido de accdo (Nakata et al.,
2001). Apresenta também um coeficiente de particdo sangue:gas
muito baixo, conduzindo a uma emergéncia rdpida de anestesia por
xénon (Goto et al., 1997). Bem como estas vantagens, o xénon nao
é explosivo, nao é tdéxico e nao é reactivo (Shichino et al.,
2002) e 1isto torna o xénon um candidato ideal para utilizacao

como um neuroprotector no neonatal.

Como agqui utilizado, o termo “neuroprotector” significa um
agente que ¢é capaz de proporcionar neuroprotecg¢ao, 1i. e.,
proteger uma entidade neural, tal como um neurdénio, da lesdao em
curso, resultante de, por exemplo, uma lesdo isquémica ou leséo

traumdtica.
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Hipotermia como um Neuroprotector

Talbot demonstrou inicialmente as propriedades
neuroprotectoras da hipotermia para utilizacdo cirtrgica em 1941
(Talbot, 1941). Actualmente a uUnica wutilizacdo de rotina da
hipotermia ¢é durante o bypass cardiopulmonar de modo a proteger
o0 cérebro de isquemia intra-operatdéria. No entanto, surgiram
varias publicacdes demonstrando o efeito terapéutico da
hipotermia noutros modelos de lesado cerebral. Por exemplo,
existem varias publicacgdes demonstrando o efeito benéfico da
hipotermia tanto em modelos in vitro (Onitsuka et al., 1998)
como in vivo de asfixia neonatal (Debillon et al., 2003;
Treschera et al., 1997). Foil demonstrado que existe uma
correlagdo directa entre lesdao tecidular e a extensao do
arrefecimento do cérebro (Towfighi et al., 1994), e em condicgdes
norméxicas, cada diminuicdo de 1 °C na temperatura corporal
conduz a uma diminuigao de 5% na taxa metabdlica cerebral (Yager

e Asselin, 1996).

O mecanismo pelo qual a hipotermia exerce o seu efeito
neuroprotector foi ja elucidado, mas tém sido postuladas muitas
teorias. Estudos sugeriram gque o0s mecanismos pelos quais a
hipotermia é protectora sao dependentes do tempo e temperatura,
e podem actuar em mais de um ponto ao longo da cascata de
acontecimentos que conduzem a lesdo por HI (Yager e Asselin,
1996). 1Isto ¢é suportado pelo facto de que uma temperatura
moderada de 31 °C tem demonstrado ser neuroprotectora ao
diminuir o metabolismo energético cerebral, enquanto uma
hipotermia moderada de 34 °C, embora sendo também
neuroprotectora, nao tem efeito no metabolismo energético e
deverd, deste modo, actuar via um mecanismo diferente (Yager e

Asselin, 1996). Outro estudo por Taylor et al. (Taylor et al.,
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2002) demonstrou gque a hipotermia instituida apds a agressao HI
foi mais eficaz que a hipotermia intra-isquémica e sugeriu que
isto pode ser devido a uma diminuicao dos efeitos prejudiciais
que ocorrem durante o periodo de recuperacdao. Um exemplo de tal
mecanismo pode ser que a hipotermia diminui o dano excitotdxico
gue surge como consequéncia durante a reperfusdo (Taylor et al.,
2002). Foram sugeridos muitos outros mecanismos de protecgdao por
hipotermia, incluindo a redugcdao de —espécies reactivas do
oxigénio (Taylor et al., 2002), uma reducdo na acidose tecidular
(Chopp et al., 1989) e a atenuacdao da apoptose neuronal pds-HI

(Xu et al., 2002).

Xénon e Hipotermia em Combinagdo

Como mencionado acima, um primeiro aspecto da presente
invencdo refere-se a utilizacdo de xénon na preparacdo de um
medicamento para o tratamento de asfixia neonatal num individuo
neonatal, em que o referido medicamento ¢ para utilizacao em

combinacdo com hipotermia

Como aqui wutilizado, o termo “hipotermia” refere-se a
submeter um individuo em particular (neste caso, um individuo
neonatal) a condig¢des hipotérmicas, por exemplo, por diminuicgao
da temperatura corporal, de um modo preferido, em 3-5 °C,
através de técnicas activas ou passivas. Tipicamente, submetendo
a condigdes hipotérmicas conduz a uma diminuigdo no metabolismo
dos tecidos corporais do individuo, diminuindo, deste modo a

necessidade de oxigénio.

Como mencionado acima, a utilizagdo de hipotermia no

tratamento de asfixia neonatal tem sido bem documentado na
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técnica (ver, por exemplo, Volpe, 2001; Gunn et al., 2000). No
entanto, até a data ndo surgiu explicacdo ou sugestdao na técnica
de que a hipotermia poderda ser utilizada em combinacdo com a
administracdao de xénon. Nem existe nenhuma sugestdao que tal
terapia de combinacdo conduzird a tal surpreendente e inesperada

potenciacdo no efeito neuroprotector resultante.

Estudos anteriores realizados pelo requerente revelaram gue
o xénon apresenta propriedades neuroprotectoras. Em particular,
o documento WO 01/08692, cujos conteudos da qual estdo aqui
incorporados por referéncia, refere-se a wutilizacdo de xénon
como um neuroprotector e/ou como um inibidor da plasticidade
sindptica. No entanto, ndo existe explicacdo ou sugestdo na
técnica anterior de que o xénon seria eficaz como neuroprotector
no contexto da invencgado presentemente reivindicada.

Numa forma de realizacdo preferida da invencao, o xénon é
misturado com um diluente, excipiente ou veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

Exemplos de tais excipientes adequados para as varias
formas diferentes de composigdes farmacéuticas aqui descritas
podem ser encontrados no “Handbook of Pharmaceutical Excipients,

2@ Edicao, (1994), Editado por A Wade e PJ Weller.

Os veiculos ou diluentes aceitdveis para a wutilizacéo
terapéutica sdo bem conhecidos na técnica farmacéutica e séao
descritos, por exemplo, em Remington’s Pharmaceutical Sciences,
Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edicdo de 1985). Exemplos de
veiculos adequados incluem lactose, amido, glucose,

metilcelulose, estearato de magnésio, manitol, sorbitol e

14



semelhantes. Exemplos de diluentes adequados incluem etanol,

glicerol e &gua.

A escolha do veiculo, excipiente ou diluente farmacéutico
pode ser seleccionado tendo em consideragao a via de
administracdao pretendida e préatica farmacéutica convencional. As
composicdes farmacéuticas podem compreender como, ou além do, o
veiculo, excipiente ou diluente, qualquer (quaisquer) ligando(s),
lubrificante(s), agente(s) de suspensao, agente (s) de

revestimento, agente(s) de solubilizacado adequado(s).

Exemplos de ligandos adequados incluem amido, gelatina,
acucares naturais, tais como glucose, lactose anidra, lactose de
fluxo livre, beta-lactose, adog¢antes de milho, gomas naturais e
sintéticas, tais como acacia, tragacanto ou alginato de sdédio,

carboximetilcelulose e polietilenoglicol.

Exemplos de lubrificantes adequados incluem oleato de
sédio, estearato de sdédio, estearato de magnésio, benzoato de

sdédio, acetato de sédio, cloreto de sdédio e semelhantes.

Na composicao farmacéutica podem ser proporcionados
conservantes, estabilizantes e corantes. Exemplos de
conservantes i1incluem benzoato de sdédio, &acido sdérbico e ésteres
de dcido p-hidroxibenzdico. Podem  também ser utilizados

antioxidantes e agentes de suspensao.

A presente invencdo €&, também, aplicavel ao tratamento de
animais. Em relagcdo a 1sto, a invencdo refere-se também a
utilizacdao de xénon em combinacao com um diluente, excipiente ou

veiculo veterinariamente aceitavel.
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Para utilizacao veterindaria, 0 xénon é tipicamente
administrado de acordo com a pratica veterindria normal e o
cirurgido veterindrio irad determinar o regime de dosagem e via
de administracdo que serd a mals apropriada para um animal em

particular.

0 xénon pode também ser administrado em combinagdo com
outro agente farmaceuticamente activo. ) agente pode ser
qualgquer agente activo farmaceuticamente adequado, incluindo
agentes anestésicos ou sedantes que promovem a actividade
GABAérgica. Exemplos de tais agentes GABAérgicos incluem

isoflurano, propofol e benzodiazapinas.

Numa forma de realizacao preferida, o xénon é administrado
em combinagdo com um agente anestésico volatil, de um modo

preferido, isoflurano, sevoflurano ou desflurano.

0O xénon pode também ser administrado em combinagdo com
outros ingredientes activos, tais como blogueadores do canal de
cdlcio do tipo L, bloqueadores do canal de calcio do tipo N,
antagonistas da substédncia P, bloqueadores do canal de sdédio,

blogueadores do receptor purinérgico ou as suas combinacgdes.

O xénon pode ser administrado através de qualguer mecanismo
de distribuicdo adequado ou dois o mais mecanismos de

distribuicao adequados.

Numa forma de realizacdo particularmente preferida, o xénon
¢ administrado por perfusao. No contexto da presente invenc¢ao, o
termo “perfusdo” refere-se a introdugcdo de uma mistura de
oxigénio/xénon em, e remocgdo de didéxido de carbono de, um doente

utilizando uma méquina coracdo-pulmao especializada. Em termos
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gerals, a maguina coracdo-pulmdo substitui a funcdo do coracdo e
pulmbes e proporciona um campo cirurgico livre de sangue e
movimento para o cirurgido. O perfusionista ventila o sangue do
doente de modo a controlar o nivel de oxigénio e didéxido de
carbono. No contexto da presente invencao, o perfusionista
introduz também  xénon no sangue do doente. Depois, o)
perfusionista impele o sangue de volta para o sistema arterial
para proporcionar o fluxo sanguineo com nutrientes a todos dos

6rgaos vitais e tecidos do doente durante a cirurgia.

Numa forma de realizacdo particularmente preferida, o

medicamento estd na forma gasosa.

Noutra forma de realizacdo altamente preferida, o xénon é
administrado por inalagdo. De um modo mais preferido, o xénon é
administrado por inalagdo de uma mistura de 70-30% v/v de

xénon/oxigénio.

De um modo mais preferido, o xénon ¢ administrado na forma

de uma mistura 20-70% v/v de xénon/ar.

Ainda noutra forma de realizacao preferida da invencao, o

medicamento estd na forma de um liquido ou solucéo.

Ainda noutra forma de realizacdo preferida da invengado, o

medicamento estd na forma de um liquido ou solucéo.

De um modo preferido, o ligquido é administrado na forma de
uma solucado ou uma emulsao preparada a partir de solucgdes
estéreis ou esterilizaveis, que podem ser injectadas

intravenosamente, intra—-arterialmente, intratraquealmente,
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subcutaneamente, intradermicamente, intraperitonealmente ou

intramuscularmente.

Numa forma de realizacdo particularmente preferida, o xénon
¢ administrado na forma de uma emulsdo lipidica. A formulacéo
intravenosa contém, tipicamente, uma emulsdo lipidica (tal como
as emulsdes Intralipid®10, Intralipid®20, Intrafat®,
Lipofundin®S ou Liposyn® comercialmente disponiveis ou uma
especialmente formulada para maximizar a solubilidade) que
aumente de um modo suficiente a solubilidade do xénon de modo a
alcangcar o efeito clinico desejado. Pode ser encontrada mais
informacdo a cerca de emulsdes lipidicas deste género em G.

Kleinberger e H. Pamperl, Infusionstherapie, 108-117 (1983) 3.

A fase lipidica da presente 1invengdao que dissolve ou
dispersa o gads €, tipicamente, formada a partir de ésteres de
dcido gordo de cadeia média e longa, saturados ou insaturados,
contendo 8 a 30 4&tomos de carbono. Estes lipidos formam
lipossomas em solugdao aquosa. 0s exemplos incluem 6leo de peixe
e Oleos de plantas, tais como dleo de semente de soja, 6leo de
cardo ou 6leo de semente de algoddo. As emulsdes lipidicas da
invencdo sao, tipicamente, emulsbdes &leo em 4agua, em que a
proporgao de gordura na emulsao é, convencionalmente, de 5 a 30%
em peso e, de um modo preferido, 10 a 20% em peso. As emulsdes
6leo em 4&agua deste tipo sdo, muitas vezes, preparadas na

presenga de um agente emulsionante, tal como um fosfato de soja.

Os lipidos que formam os lipossomas da presente invencao
podem ser naturais ou sintéticos e incluem colesterol,
glicolipidos, esfingomielina, glucolipidos, glicoesfingolipidos,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidil-serina,

fosfatidiglicerol, fosfatidilinositol.
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As emulsdes lipidicas da presente invencao podem, também,
compreender componentes adicionais. Estes podem incluir
antioxidantes, aditivos que formam a osmolaridade da fase aquosa
que rodeia a fase lipidica isotdénica com o sangue ou polimeros

que modificam a superficie dos lipossomas.

Foi estabelecido gque podem ser adicionadas quantidades
apreciadveis de xénon a uma emulsdo lipidica. Mesmo através dos
meios mais simples, a 20 °C e pressao normal, o xénon pode ser
dissolvido ou disperso em concentracgdes de 0,2 a 10 mL ou mais
por mL de emulsdo. A concentracdo do gdas dissolvido esta
dependente de varios factores, incluindo temperatura, pressdo e

a concentracao do lipido.

As emulsbes lipidicas da presente invencdao podem ser
carregadas com xénon gasoso. Em geral, um dispositivo é
carregado com a emulsdao e anestésicos, como gases ou vapores,
feitos passar através de borbulhadores de vidro sinterizado
imersos na emulsdo. A emulsdao é deixada a egquilibrar com o gas
ou vapor anestésico a uma pressao parcial escolhida. Quando
armazenado em recipientes de gds selados, estas emulsdes
lipidicas mostram estabilidade suficiente para o anestésico néao
ser libertado como um gds durante os periodos de armazenamento

convencionais.

As emulsdes 1lipidicas da presente invencao podem ser
carregadas de modo que o xénon esteja ao nivel de saturacéo.
Alternativamente, o xénon pode estar presente em concentracdes
mais baixas, desde que, por exemplo, a administracdao da emulsao

produza a actividade farmacéutica desejada.

19



A concentragao de xénon empregue na invengao pode ser a
concentracdao minima necessdria para atingir o efeito clinico
desejado. E normal para um médico determinar a dosagem actual
que serd a mals adequada para um doente especificas e esta dose
irda wvariar com a idade, ©peso e resposta do doente, em
particular. Podem, com certeza, ocorrer situacgdes individuais
onde sejam necessdarias gamas de dosagem superiores ou inferiores

e essas estdo dentro do admbito desta invencéo.

De um modo preferido, 0o medicamento estda numa forma

adequada para distribuicao intravenosa, neuraxial ou
transdérmica.
De um modo preferido, o xénon é administrado

simultaneamente, em combinacdo, sequencialmente ou separadamente

com hipotermia.

Como aqui wutilizado, “simultaneamente” ¢é wutilizado para
referir que o xénon ¢é administrado ao mesmo tempo com
hipotermia, enquanto o termo *“em combinacgdao” ¢é utilizado para
referir que o xénon ¢é administrado, se nado simultaneamente,
entao “sequencialmente” dentro de um periodo de tempo no gqual o
xénon e a hipotermia exibem ambos um efeito terapéutico, 1i. e.,
estdo ambos disponiveis para agir terapeuticamente dentro do
mesmo periodo de tempo. Assim, a administracao “sequencialmente”
pode permitir ao xénon ser administrado no periodo de 5 minutos,
10 minutos ou numa qguestdo de horas antes da hipotermia, desde
que o tempo de meia wvida em circulacao do xénon seja tal que,
esteja presente numa gquantidade terapeuticamente eficaz quando o

individuo neonatal é exposto a condig¢des hipotérmicas.
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Noutra forma de realizacdao preferida da invencao, o
neonatal é submetido a hipotermia antes do tratamento com xénon.

Z

Em contraste com em combinacao” ou *“sequencialmente”,
“separadamente” €& aqui utilizado para indicar que o espacgo de
tempo entre a administracdao do xénon e exposicao do individuo
neonatal a hipotermia ¢é significativo, i. e., o xénon pode ja
nao estar presente na corrente sanguinea numa quantidade

terapeuticamente eficaz gquando o individuo neonatal é exposto a

condigdes de hipotermia.

Numa forma de realizacdo preferida, o xénon é administrado

sequencialmente com hipotermia.

De um modo mais preferido, o xénon € administrado

sequencialmente, antes da hipotermia.

Noutra forma de realizacgao preferida, o xénon é

administrado separadamente, antes da hipotermia.

Noutra forma de realizagéao preferida, o xénon é

administrado sequencialmente, apds a hipotermia.

D

Noutra forma de realizacgao preferida, o xénon

administrado separadamente, apds a hipotermia.

De um modo mais ©preferido, o xénon € administrado,
sequencialmente ou simultaneamente, com hipotermia, de um modo

mais preferido, simultaneamente.

Numa forma de realizacgdo preferida da invencgao, o xénon é

administrado numa quantidade terapeuticamente eficaz.
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Noutra forma de realizacao preferida, o xénon é
administrado numa quantidade sub-terapeuticamente eficaz. Por
outras palavras, o xénon € administrado numa quantidade que sera
insuficiente para produzir o efeito terapéutico desejado se

administrado na auséncia de condig¢des de hipotermia.

De um modo ainda mais preferido, a combinacdo de xénon e
hipotermia apresenta um efeito sinérgico, i. e., a combinacao é

sinérgica.

Numa forma de realizacdo particularmente preferida, o xénon
¢ administrado antes da agressao hipdxica. Assim, numa forma de
realizacao preferida, o xénon é administrado ao neonatal através
da méade, antes do seu nascimento, por exemplo, por administracéao
a made antes ou durante o trabalho de parto. De um modo
preferido, o xénon é administrado a mae durante até cerca de 48
ou 24 horas antes do nascimento, de um modo mais preferido, até
cerca de 12 horas, de um modo mais preferido, até cerca de
6 horas ou 3 horas ou 1 hora antes do nascimento. Apds o

nascimento, o neonatal ¢é entdo submetido a condigdes de

hipotermia.

Outro aspecto da invencao refere-se ao tratamento da

asfixia neonatal num mamifero com essa necessidade por
(a)administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de xénon a mde do mamifero antes de e/ou durante

0 trabalho de parto; e

(b) submeter o mamifero a hipotermia antes do nascimento.
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De um modo preferido, a hipotermia ¢ mantida durante um
periodo de, pelo menos, 6 horas, de um modo mais preferido, pelo
menos, cerca de 12 horas, apds a agressdo hipdxica-isquémica

(HI) .

Numa forma de realizacdao preferida, a hipotermia é mantida
durante um periodo de cerca de 6 a cerca de 24 horas apds a

agressao hipdxica-isquémica (HI).

De um modo preferido, a hipotermia é mantida durante um
periodo de, pelo menos, cerca de 6 horas, de um modo mais

preferido, pelo menos, cerca de 12 horas, apds o nascimento.

Numa forma de realizacgdo preferida, a hipotermia é mantida
durante um periodo de cerca de 6 a cerca de 24 horas apds o

nascimento.

De um modo preferido, o tratamento de acordo com a invencgao
¢ iniciado no periodo de <cerca de 6 horas apds a leséo
hipdéxica-isquémica (HI) e, de um modo mais preferido, no periodo

de cerca de 2 horas da agressado hipdéxica-isquémica.

A hipotermia pode ser produzida passivamente, ao permitir
que a temperatura diminua apds a lesao e nao reter
premeditadamente a temperatura corporal. Sendo poiquilotérmicos,
0s recém-nascidos assumem rapidamente a temperatura do meio que
0s rodeia. Alternativamente, '} doente pode ser tornado
hipotérmico activamente ao reduzir deliberadamente a sua

temperatura ambiente.

Um segundo aspecto da invengdo refere-se ao tratamento da

asfixia neonatal num mamifero com essa necessidade por:
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(a) administracdao de uma quantidade terapeuticamente

eficaz de xénon ao mamifero; e

(b) submeter o mamifero a hipotermia ou condicgdes
hipotérmicas.
Numa forma de realizacgcdao preferida, o mamifero ¢é um

individuo recém-nascido nas primeiras quatro semanas apds o
nascimento. De um modo mais preferido, o mamifero estd nas
primeiras duas semanas, de um modo ainda mais preferido, o

mamifero estd na primeira semana apds o nascimento.

De um modo preferido, o mamifero é um humano.

De um modo preferido, o mamifero é individuo a condigdes de
hipotermia moderada. Como aqui utilizado, o termo “hipotermia
moderada” refere-se, tipicamente, a uma diminuicgao na

temperatura central de 37 °C para cerca de 33 °C.

Numa forma de realizacdo preferida, a temperatura do
mamifero é mantida a uma temperatura de cerca de 31 °C a cerca

de 36 °C.

De um modo mais preferido, a temperatura do mamifero &
mantida a uma temperatura de cerca de 32 °C a cerca de 36 °C, de
um modo mais preferido, de cerca de 32 °C a cerca de 35 °C, de
um modo ainda mais preferido, de cerca de 33 °C a cerca de

35 °C.
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As formas de realizacdo preferidas para o segundo aspecto
da invencdo sao as mesmas que as descritas acima em relacdo ao

primeiro aspecto.

Outro aspecto da invencao refere-se a tratar a asfixia
neonatal num mamifero com essa necessidade por administracdo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de xénon, a um mamifero,
em combinacdo com hipotermia. Ainda outro aspecto da invencao
refere-se a utilizacdo de xénon na preparacgdo de um medicamento
para o tratamento de asfixia neonatal, em que o referido
tratamento compreende administrar, a um individuo,
simultaneamente, sequencialmente ou separadamente xénon em

combinacao com hipotermia.

Outro aspecto da invencdo refere-se a utilizacdo de =xénon,
em combinagdao com hipotermia, para o tratamento de asfixia

neonatal.

Estudos In Vivo

Utilizando um modelo animal de HI, oS ratos neonatais foram
expostos a tratamento com xénon e hipotermia independentemente
um do outro. O xénon demonstrou ser neuroprotector contra HI no
recém-nascido ao reduzir a quantidade de morte celular
apoptdédtica, enquanto a hipotermia pareceu menos eficaz. Em
combinacgdo, o xénon e hipotermia foram neuroprotectores wvia um
mecanismo anti-apoptdético (Figura 17). Verificou-se que o0 seu

efeito combinado era sinérgico.

O modelo de HI em rato neonatal estd muito estabelecido e

foi wvalidado ©para wutilizacdo em varios -estudos anteriores
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(Levine, 1960; Rice et al., 1981). A idade dos ratos utilizados
neste modelo demonstrou corresponder a maturidade cerebral do
recém-nascido humano de termo (Clancy et al., 2001; TIkonimidou
et al., 1989) e, deste modo, pode ser feita uma comparacao

razoavelmente exacta entre os dois.

Durante as experiéncias de hipotermia, a temperatura das
crias de rato foi monitorizada wutilizando uma sonda dque foi
inserida no cdértex de uma das <crias. A sonda demorou,
aproximadamente, 15 minutos a equilibrar e isto foi permitido ao
atrasar o tempo de inicio da experiéncia até a sonda comecar a
registar a temperatura correcta. Verificaram-se flutuagdes na
temperatura a volta do valor médio, mas estas foram controladas
por monitorizacdo continua e ajuste manual do banho de 4&gua
consoante necessdrio. Apenas a temperatura de um rato por grupo
foi monitorizada de modo a minimizar o trauma provocado aos
ratos e, também, os danos infligidos sobre o cértex pela sonda;
os ratos com a sonda inserida nédo puderam ser utilizados para

andlise histoldgica.

0O géds =xénon anestésico demonstrou exibir neuroproteccdo em
varios modelos de lesdao neuronal adulta. Actualmente, néao
existem dados publicados para corroborar o mesmo efeito
neuroprotector do xénon em recém-nascidos. Os resultados deste
estudo corroboram descobertas anteriores de que 0 xénon
apresenta propriedades neuroprotectoras significativas e, além
disso, sugerem que esta neuroprotecgado estende-se aos modelos

neonatais de lesdao cerebral induzida por hipdéxia-isquemia.

Sabe-se ha muito tempo que € necessdria a activacdo do
subtipo NMDA de receptores do glutamato para suster a lesao

neuronal em curso e morte em HI e estd bem documentado que o
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xénon exerce o seu efeito analgésico e anestésico via bloqueio
destes receptores, assim, foil postulado que as propriedades
neuroprotectoras do xénon sao um resultado deste antagonismo.
Anteriormente, muitos outros antagonistas de NMDA demonstraram
neuroproteccgao em estudos in vitro, mas falharam
subsequentemente quando utilizados em condig¢des clinicas (Muir e
Lees, 1995). A razao por de tréds destes insucessos clinicos é
desconhecida, no entanto, ¢é possivel que o bloqueio do subtipo
do receptor do glutamato seja insuficiente para proteger contra
lesdo, o que podera implicar que o xénon exerce o seu efeito

neuroprotector através de outro mecanismo.

No presente estudo, foi demonstrado gue o xénon protege
significativamente, contra HI neonatal via um mecanismo
anti-apoptdético. Quer a apoptose quer a necrose sSao componentes
importantes de perda neuronal apds lesao por HI, mas a apoptose
parece ser o tipo de morte celular mais importante na
determinacao do recém-nascido resultante (Taylor et al., 1999).
L morte apoptdtica € muitas vezes precedida pela activacao de
muitos genes, (incluindo factores de transcricdao) que podem ser
pro—-apoptdéticos ou anti-apoptdticos. Como o xénon parece
interferir com a morte celular apoptdtica, ¢é possivel qgque possa
exercer o seu efeito num destes genes ou, nalgum ponto ao longo
da via apoptdtica. Actualmente, existem evidéncias de duas vias
de apoptose diferentes: a via extrinseca e a via intrinseca. A
via extrinseca (também referida como a *“via do receptor de
morte”) envolve a ligacgdo de citocinas aos receptores de morte
que activam a caspase-8 e esta, por sua vez, activa a *“caspsase
executora”, caspase-3 que prossegue na indugdo da morte celular
apoptdtica (Mehmet, 2000). A wvia intrinseca ¢é fortemente
dependente da mitocdndria e envolve um aumento na permeabilidade

da membrana mitocondrial provocado pela proteina bax
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pro—apoptética. Isto conduz a libertagcdo do citocromo ¢, a
formacao de um complexo de citocromo ¢, Apaf-1 (factor de
activacdo da protease de apoptose 1) e caspase-9 e a subsequente
activacdo da caspase-3. E inteiramente possivel que o xénon
actue em qualquer uma destas vias, mas existe uma evidéncia qgue
sugere que a neurodegerenacao apoptdética induzida por HI seja
mediada via a via mitocondrial e a inibicdo de alteracdes
mitocondriais dependentes da bax (Taylor et al., 1999). Além
disto, o antagonista de NMDA cetamina tem demonstrado proteger
contra a isquemia cerebral incompleta e reperfusdao por modulacéao
inicial do equilibrio entre proteinas pro- e anti-apoptdticas,
nomeadamente por inibicdo do aumento da bax induzido por HI
(Engelhard et al., 2003). Assim, ¢é possivel que o =xénon possa
inibir a apoptose por regulacdao negativa da bax. A Bcl-2 é uma
proteina anti-apoptética que actua de modo a diminuir a
permeabilidade da mitocdndria e, por sua vez, inibir a
libertagao do citocromo c¢c. A sua sobre-—-expressaco tem demonstrado
diminuir os danos neuronais provocados por isquemia cerebral
global transiente em gerbilos (Engelhard et al., 2003). Deste
modo, a regulacao positiva de bcl-2 é outro alvo potencial para
o xénon. Como o xénon é apolar e soluvel em gordura, é capaz de
de distribuir-se ele préprio por todo o corpo. Pode penetrar nas
membranas e, consequentemente, pode também ter um efeito no
nicleo por alteracao da transcrigcdo genética de modo a regular
positivamente as vias de sobrevivéncia ou 1inibir a sintese de

ARN e proteinas de moléculas prd—-apoptdticas.

A anti-necrose por xénon demonstrou ser estatisticamente
significativa no cértex as 48 h, mas ndo no girus (Figura 16).
Em todos o©os outros grupos de tempo, o xénon nao foi
antinecrético. Uma explicacdo possivel para 1sto é que, de

acordo com um estudo anterior (Northington et al., 2001), existe
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um onda secunddria de morte celular necrdtica as 48 h, que é
apenas evidente no cértex. Isto poderia explicar o aumento na
percentagem de células necréticas presentes nos controlos
positivos as 48 h, comparado com 16 e 24 h. Embora ndo esteja
completamente esclarecido como o xénon exerce um efeito
antinecrético no cértex as 48 h, pode ser qgue embora o xénon
seja 1incapaz de prevenir a necrose dJgue ocorre antes da sua
administracadao (como nos grupos das 16 e 24 h) é, por algum
motivo, capaz de combater a onda necrdética secunddria que ocorre
apés a sua administracdo. A necrose 1inicial ocorre tao cedo
gquando 3 h apdés a lesdao por HI (Northington et al., 2001) e
neste ponto o xénon, ainda, ndo foi administrado. E, por isso,
improvavel que seja capaz de interromper ou inverter um processo
que Jja ocorreu. No entanto, a onda necrdética secunddria ocorre a
um tempo no qual o xénon estd presente no cérebro durante 48 h e
isto sugere gque a presencga de xénon no acontecimento de necrose
pode ser capaz de diminuir este tipo de morte celular. Devem ser
completados outros trabalhos de modo a esclarecer o mecanismo

exacto desta interaccéo.

Estudos anteriores demonstraram que a hipotermia moderada
de 33 °C é neuroprotectora contra lesdo neuronal i1squémica
(BRusto et al., 1987). Outros estudos sugeriram que esta
neuroproteccdo € alcancada via um mecanismo anti-apoptdtico (Xu
et al., 2002). Experiéncias demonstraram que nao se verificou

neuroprotecg¢do as 16 ou 24 h (Figuras 13 e 15, respectivamente).

No entanto, as 48 h, foi alcancada uma neuroproteccao
significativa tanto no cértex como no girus, mas através de
mecanismos diferentes. No cértex, a hipotermia é antinecrdética e
no girus ¢é anti-apoptdética (Figura 16). Os dados nestes estudo

nao explicam este efeito, mas uma justificacdao possivel pode ser
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que diferentes regides cerebrais expressam vulnerabilidade
diferencial (Northington et al., 2001). ©No <cértex, a onda
necrética secundaria (discutida acima) ocorre num tempo ao qual
a hipotermia jd foi administrada e isto pode tornad-la mais
eficaz. No entanto, no girus, nao se verificou necrose retardada
e, assim, nao foi observado efeito anti-necrdético. A
anti-apoptose parece ser o mecanismo neuroprotector nesta regiao
e ¢é possivel que o efeito neuroprotector anti-apoptdtico
esperado da hipotermia, que nao ¢é evidente nos intervalos de

tempo iniciais, possa estar exposto apds periodos mais longos.

Os resultados demonstraram que quando utilizado em
combinacgao, 20% de xénon e 35 °C de hipotermia proporcionam um
nivel impressionante de neuroproteccao. Como estes wvalores nao
proporcionaram neuroproteccao quando cada agente foi utilizado
individualmente, o resultado nao poderda ser explicado por um
mecanismo aditivo mas, em vez disso, tem de ser devido a

interaccdo sinérgica entre os dois agentes.

Em resumo, o presente estudo demonstrou a utilizacdo de um
modelo em rato in vivo para mostrar que o xXénon é neuroprotector
no recém-nascido e protege, significativamente, contra a
apoptose induzida por lesao hipdxica-isquémica. Os dados neste
estudo sugerem também gque o xénon e a hipotermia gquando séo
utilizados em combinacao no mesmo modelo, interagem
sinergisticamente de modo a diminuir dramaticamente a morte
celular por apoptose. Consequentemente, esta combinacao pode
representar um tratamento eficaz para proteger contra as

consequéncias neuroldégicas devastadoras da asfixia neonatal.
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A presente invencao é, também, descrita através de exemplo

e com referencia as seguintes figuras, em que:

A Figura 1 mostra a relacadao entre dano, como determinado
pela perda de peso do cérebro (razao do hemisfério
direito/esquerdo) e a duracdo do periodo hipdxico (em minutos)
em ratos Sprague-Dawley.

A Figura 2 mostra seccgdes de cérebro de ratos
Sprague-Dawley que sofreram 90 minutos de agressao por

hipdéxia-isquemia.

A Figura 3 mostra o principal dano celular que é evidente
nos ratos Sprague-Dawley 24  horas apobds 90 minutos de

hipdéxia-isquemia.

A Figura 4 mostra a neuroproteccgao dependente da
concentracao de xénon (razao do peso do hemisfério
direito/esquerdo em relacdao a concentracdo de xénon).

A Figura 5 mostra o efeito de xénon a 70% nas fungdes
neuroldgicas analisadas algum tempo apobds agresséao

hipdéxica-isquémica (HI).

A Figura 6 compara o efeito neuroprotector (razao do
hemisfério direito/esquerdo) observado com N, e xénon
respectivamente, quando ¢é administrado xénon 2 horas apds

agressao por HI.

A Figura 7 mostra o efeito da hipotermia moderada no efeito
neuroprotector do xénon (libertacdo de LDH em relacdao a

Q.

concentragao de xénon, atm em %).
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A Figura 8 mostra um grafico de van’t Hoff do logaritmo
natural da libertacdo de LDH representado graficamente em

relacdo a temperatura absoluta reciproca.

A Figura 9 mostra uma fotografia das cédmaras hermética
fechadas construidas ©para esse objectivo, utilizadas ©para
distribuicdo do gds. Sao também representados o banho de agua e

0 sistema de distribuicdo de xénon em circuito fechado.

A Figura 10 mostra uma linha temporal esquemdtica do método
utilizado. 60 minutos é o tempo que durou a cirurgia de n=12
crias de rato. Os periodos de recuperacao foram passados com a
progenitora. As intervencgdes utilizadas foram: animais
simulados, controlos positivos, xénon a 75% (oxigénio de
equilibrio), hipotermia a 33 °C, xénon a 20% (oxigénio a 25%,
azoto a 55%), hipotermia a 35 °C e uma combinacdo de hipotermia
a 35 °C e xénon a 20%. A ndo ser que seja indicado o contrario,
os animais foram mantidos a 37 °C e respiraram uma mistura
gasosa de oxigénio a 25% equilibrado com azoto. Os animais
simulados foram submetidos a uma incisdo, mas sem ligagao ou HI
e o0s controlos positivos sofreram cirurgia e HI. Os animais de
cada grupo foram divididos de modo igual entre periodos de
recuperacado variaveis (16, 24 e 48 h) antes de serem

sacrificados. Abreviaturas: HI, hipdxia-isquemia.

A Figura 11 mostra (A) Seccao Sagital de um cérebro de rato
modificado a partir da pagina da Internet:
faculty.virginia.edu/.../Rat-BrainLabels. jpg. A linha a
tracejado representa a area do cérebro a partir da qual foram
retiradas as secgdes coronais (B), aproximadamente, -3,6 mm do
bregma. (B) representa uma secgaoc coronal corada com violeta de

cresilo. As caixas indicam as &reas nas quais foram colocadas as
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grelhas de contagem e as células foram analisadas - as caixas
superiores indicam o cdértex e a inferior o girus. O X cobre um
buraco que foi criado intencionalmente com um alfinete de
seguranca, de modo a demonstrar o hemisfério nao ligado (contra

lateral).

A Figura 12 mostra uma fotomicrografia do cértex (corado de
violeta de cresilo), tirada com lentes de 1imersdao em &leo de
100x e uma camara digital Axiocam, demonstrando a diferenca no
aspecto morfoldgico entre uma célula vidvel, necrdética e
apoptética. As células viadveis coram com menor intensidade que
qualguer um dos tipos de morte celular e, por isso, apresentam
um citoplasma mais padlido, enquanto as células mortas estéo
coradas com maior intensidade. As células que sofreram necrose e
apoptose sao diferenciadas com base nos seus aspectos nucleares
diferentes - o0s nucleos necréticos sado maiores e de forma
irregular, enquanto os nucleos apoptdticos sdo mais pequenos,

mirrados e de forma esférica.

A Figura 13 mostra que o xénon é neuroprotector as 16 h via
um mecanismo anti-apoptdético. Mais especificamente, a Figura 13
mostra graficos da morte neuronal necrdética e apoptdtica
induzida por hipdéxia-isquemia e os efeitos de 75% de xénon e
33 °C de hipotermia em tal morte celular as 16 h no (A) cdértex e
(B) no girus. Em ambas as 4areas cerebrais, o xénon aumenta
significativamente a percentagem de células viadveis e diminui a
percentagem de células apoptdticas guando comparado com animais
de controlo positivo. No <coértex, a hipotermia diminui a
percentagem de células apoptdticas, embora nac aumente a
contagem de <células vidveis e, por isso, nao pode ser
considerado neuroprotectora. 0Os resultados sao média = SD (n=3).

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. controlos positivos.
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A Figura 14 mostra uma fotomicrografia demonstrando o
cértex e o girus nos animais simulados, controlo positivo e com
xénon a 75% as 16 horas. O grupos dos 75% € mails parecido no
aspecto ao grupo simulado que ao grupo do controlo positivo.
Isto confirma o efeito neuroprotector do xénon as 16 horas. O
girus do grupo controlo é de forma distorcida devido a

quantidade superior de morte celular e vacuolacgao.

A Figura 15 mostra que o xénon € neuroprotector as 24 h via
um mecanismo anti-apoptético. Mais especificamente, a Figura 15
mostra graficos para morte neuronal apoptdtica e necrdtica
induzida por hipdxia-isquemia e os efeitos de 75% de xénon e
hipotermia a 33 °C em tal morte celular as 24 h no (A) cdértex e
(B) no girus. Em ambas as &reas cerebrais, o xénon provoca um
aumento significativo na percentagem de células vidveis devido a
uma diminuic¢cdo na contagem de células necrdticas. 0Os resultados

sao media +# SD (n=3). *p < 0,05 vs. controlos positivos.

A Figura 16 mostra que o xénon € neuroprotector as 48 h via
um mecanismo anti-apoptético. Mais especificamente, a Figura 16
mostra grédficos para a morte neuronal necrdtica e apoptdtica
induzida por hipdéxia-isquemia e os efeitos de xénon a 75% e
hipotermia a 33 °C em tal morte celular as 48 h no (A) cértex e
(B) no girus. O xénon ¢é neuroprotector via um mecanismo
anti-apoptético no cértex e girus. Além disso, o xénon tem um
efeito anti-necrdético no cdértex. A hipotermia a 33 °C parece ser
neuroprotectora em ambas as areas do cérebro, mas através de um
mecanismo diferente - é anti-necrético no cértex e
anti-apoptético no girus. Os resultados sao média + SD (n=3).

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. controlos positivos.
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A Figura 17 mostra gue uma combinacdo de xénon e hipotermia
interagem sinergisticamente de modo a produzirem neuroproteccgao
anti-apoptética. Mais especificamente, a Figura 17 mostra
grdficos para a morte neuronal necrdética e apoptdtica induzida
por hipdéxia-isquemia e o efeito de uma combinagdo de 20% de
xénon e hipotermia a 35 °C em tal morte celular as 16, 24 e 48 h
no (A) cértex e (B) no girus. Nao foram observadas diferencas
quando comparados o0s grupos de 20% de xénon e hipotermia a 35 °C
com 08 controlos positivos, assim, a estes valores, nao existe
neuroproteccdao. No entanto, quando estes valores sao utilizados
em combinacgdo, observa-se um aumento dramdtico na percentagem de
células vidveis devido a uma diminuig¢do significativa na
contagem de células apoptdéticas quando comparado com 08 animais
do controlo positivo. No girus, a combinagdo proporciona um
efeito anti-necrético adicional as 24 h. Os resultados sédo média
+ SD (n=3). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. controlos

positivos.

Pode ser encontrada uma discussao mais detalhada destas

figuras na seccgdo de Exemplos que se segue.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1

Modelo de Asfixia Neonatal

Os ratos Sprague-Dawley recém-nascidos com sete dias de
idade foram submetidos a ligacadao da artéria cardétida comum
direita sob anestesia cirurgica (isoflurano a 1%-1,5% em

oxigénio puro). Apds ligagdo, os animais foram devolvidos as
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suas progenitoras e colocados numa &rea especialmente concebida
com temperatura ambiente (23 °C) e humidade (48%) constantes.
Uma hora apds cirurgia, os ratos neonatais foram colocados numa
cdmara especialmente concebida com oxigénio a 8% combinado com
Xénon a 0, 20, 40, 60 ou 70% (com azoto para perfazer o
equilibrio) durante 90 min a 37 °C (a temperatura foi mantida
pelo banho de &gua a correr por fora das cémaras). No dia 7
pbs—experiéncia, os ratos (com 14 dias de idade) foram
sacrificados e o0s seus cérebros removidos. Foi calculada a razéo
do peso do hemisfério direito em relagao ao esquerdo (razao
D/E). Foli permitido as crias de rato de alguns grupos viver até
30 dias apds o nascimento, tempo apds o qual a sua funcéao
neuromotora e de coordenacao foram avaliadas através de
protocolos estabelecidos (Teste neuromotor e Teste da Dbarra

giratéria).

Os resultados indicam que, com tempos crescentes de
hipdéxia, o dano (quando determinados pela perda de peso do
cérebro) é apenas evidente quando a hipdxia excede os 90 minutos
(Figura 1). Deste modo, o periodo convencional de lesdo hipédxica

foi programado para os 90 minutos.

As secclbes cerebrais dos animais que sofreram 90 minutos de
agressao por hipdéxia-isquemia, sado apresentadas na Figura 2. Em
maior detalhe, a Figura 2 (centro) mostra a deterioragao
anatémica grosseira (no lado do cérebro que sofrem a leséo
- lado esquerdo desta vista) comparado com o0s animais de
controlo (esquerda). As secgdes do cérebro da direita sao de
animais que sofreram a mesma hipdéxia—-isquemia mas que estiveram
a respirar xénon a 70% durante o periodo hipéxico. Estes
cérebros parecem semelhantes aos normais, mostrando a

neuroproteccgao excepcional proporcionada pelo xénon.
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Sao apresentados na Figura 3 os principais danos celulares

evidentes 24 horas apds 90 minutos de hipdxia-isquemia.

E apresentada na Figura 4 a neuroproteccdo dependente da
concentracdo de xénon (razao peso do hemisfério direito/esquerdo
em relacdo a concentracdo de xénon). Em maior detalhe, a Figura
4 mostra as razdes de peso hemisférico ipsilateral/contralateral
de cérebro de rato com 14 dias apds hipdxia/isquemia com ou sem
vdrias concentracdes de xénon aos 7 dias de idade. A
neuroprotecgao € evidente mesmo a concentragdes sub-anestésicas.
Os animais de controlo foram submetidos a ligacao da cardtida
mas nao foi efectuada hipdxia. Os resultados sdao média =+ SEM

(n = 5-8). *P < 0,01 vs 0, a 8%.

E apresentado na Figura 5 o efeito do xénon a 70% nas
fungdes neuroldégicas avaliadas vagamente apobds agressao
hipéxica-isquémica (HI). No dia 7 pds—-nascimento, a artéria
cardtica direita foi ligada e as crias de rato foram expostos a
ambiente hipdxico (oxigénio a 8% + xénon a 70% e equilibrado com
azoto) durante 90 min. Trinta dias apds a lesdo, os ratos foram
avaliados para a funcdao neuromotora (A) utilizando um conjunto
gque 1inclui ensaios de traccdo preénsil, forca e desempenho na
barra de equilibrio (classificado numa escala de 0-9) e (B)
equilibrio numa barra giratdria, um teste convencional de
equilibrio e funcdo neuromotora. O ponto de dados de um rato
individual ¢é¢ a soma dos trés testes. As Dbarras horizontais

indicam a média de cada grupo.

E apresentado na Figura 6 o efeito neuroprotector (razdo do
hemisfério direito/esquerdo) observado com N, e xénon

respectivamente, quando o xénon ¢é administrado 2 horas apds a

37



agressao por HI. Em maior detalhe, os dados mostram que o xénon
é eficaz ao proporcionar neuroproteccado mesmo sendo administrado
2 horas apdés o final do periodo hipdxico. As razdes do peso
hemisférico ipsilateral/contralateral de cérebro de rato com
14 dias 90 min de agressao hipédxica-isquémica e, depois, 2 h de
recuperacao apds exposicao com N, a 70% ou Xe a 70% + 0, a 30%
durante 90 min aos 7 dias de idade. Os resultados sado média

+ SEM (n = 6).

E apresentado na Figura 7 o efeito da hipotermia moderada
no efeito neuroprotector do xénon (libertacdo de LDH em relacéo
a concentracdo de xénon, % em atm). A hipotermia modesta produz
um aumento muito grande e inesperado na neuroproteccado por
xénon. O arrefecimento em 4 °C aumenta em muito a potencia do
xénon no bloqueio da libertagao de LDH. Em maior detalhe, esta
figura apresenta o efeito de uma combinagcdao de xénon e
hipotermia na libertacdo de lactato desidrogenase (LDH) induzida
por privacgdo de oxigenoglucose. A Figura 7 mostra os resultados
da exposicdao de culturas neuronais a 75 minutos de OGD na
presenca de concentracgdes crescentes de xénon, quer a 37 °C
(vermelho) ou a 33 °C (azul). Os valores de EDsy, de xénon a 37 °C
vs. xénon a 33 °C foram 35,9 +/- 2,15% e 11,5 +/- 2,0% (médias
+/- SEM), respectivamente. A lesdo neuronal é expressa como uma
percentagem da libertacdo de LDH maxima apds 75 minutos de OGD e
6 horas de recuperagao na auséncia de xénon ou hipotermia. Os
pontos representam valores médios, com barras de erro indicando

os desvios padrao.

E apresentada na Figura 8 a extensdo da dependéncia da
temperatura do processo, que mostra uma curva de van’t Hoff do
logaritmo natural da libertacdo de LDH representada graficamente

em relacdo a temperatura absoluta reciproca. Do declive desta

38



curva pode ser calculada a variacdao da entalpia do processo,
sendo o seu tamanho uma medida da dependéncia da temperatura. Os
dados a vermelho mostram o efeito da temperatura na libertacéo
de LDH na auséncia de xénon. E esperada uma reducdo, embora
modesta, na libertacdo a mediada que a temperatura € reduzida.
Quando estao presentes 12,5% de xénon, a dependéncia da
temperatura € muito grande e inesperada. Por isso, parece que a
hipotermia aumenta em muito os efeitos neuroprotectores do
xénon. Consequentemente, o0s resultados sugerem que a hipotermia

e 0 xénon actuam sinergisticamente como neuroprotectores.

Sao esquematizados estudos mais detalhados no Exemplo 2

abaixo.

EXEMPLO 2

MATERIAIS E METODOS

Este estudo estd de acordo com United Kingdom Animals

(Processos Cientificos) Act de 1986 e foi aprovado por Home

Office (R.U.).

Modelo Animal de Hipdxia-Isquemia

Este estudo utilizou um modelo de HI focal em rato com
7 dias (p7), no qual o padrao de lesao cerebral assemelha-se com
a lesao hipdxica-isquémica no recém-nascido humano terminal

(Johnston, 1983).
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As crias de rato p7 Sprague-Dawley (com pesos entre 10 e
14 g) da Harlan, R.U. foram submetidos a um modelo previamente
descrito de 1lesdo por HI (Levine, 1960; Rice et al., 1981).
Resumidamente, as crias de rato foram anestesiadas com
isoflurano a 2% antes de serem submetidas a ligacadao unilateral
permanente da artéria cardétida comum direita, utilizando uma
incisdao na linha média do pescogo e fio de sutura de seda 5,0.
Apds conclusdo da cirurgia, as crias recuperaram da anestesia e
foram recolocadas junto das progenitoras até chegar a altura da

experiéncia.

1 h apdés a cirurgia, as crias foram expostas a hipdxia por
colocagdo destas em cémaras hermeticamente fechadas construidas
para este objectivo que foram, parcialmente, submersas num banho
de &gua a 37 °C (Figura 9). Foi escolhido um periodo hipdxico de
90 minutos, uma vez que experiéncias preliminares indicaram gue
a leséo hipdéxica-isquémica, como determinado pelo peso
hemisférico, é maxima apds esse tempo. A hipdxia foi induzida
por um fluxo continuo de oxigénio a 8% humido, equilibrado com
azoto, e esta mistura foi monitorizada de 15 em 15 minutos
através de um Datex Ohmeda (Bradford, R.U.). (Todos os gases

foram fornecidos por BOC.)

Tratamentos Experimentais

Apbés HI, as crias foram recolocadas junto das progenitoras
durante 4 h para recuperacao, tempos apdés o quails foram
submetidas a 90 minutos de uma das intervengdes experimentais
abaixo. 0Os dados das experiéncias preliminares demonstraram que
o tempo éptimo para aplicar a intervencéo era quer

simultaneamente com HI ou 4 h apds essa. Nao existiu diferenca
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significativa entre os dois periodos de tempo e, assim, foi
escolhido o tempo de 4 h apds a agressao como O tempo para
aplicar a 1intervencdo, uma vez Jue Se pensou Ser O mais

relevante clinicamente.

As crias foram recolocados junto das suas progenitoras até
ao sacrificio as 16, 24 e 48 h apdés o tratamento (Northington

et al., 2001) (Figura 10).

Controlos

Os grupos de controlo consistiram de (a) animais da mesma
ninhada nao tratados que foram submetidos a incisdo mas néao a
ligagao (i. e., animais simulados), wutilizados como controlos
negativos e (b) animais da mesma ninhada expostos a HI, mas néao
a intervengao experimental, para servirem de controlos
positivos. Estes animais foram submetidos a 90 minutos a 37 °C e
a uma mistura gasosa composta por oxigénio a 25% e equilibrada

com azoto.

Ratos Experimentais

Apbés HI e recuperacgao, os ratos experimentais foram
tratados com 90 minutos de uma das cinco intervencgdes
experimentais abaixo. Cada um dos <cinco tratamentos foi

efectuado em grupos de ratos separados.
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Tratamento com Hipotermia

As crias de rato foram submetidas a tratamento de 90
minutos com hipotermia moderada (33 °C). Foi seleccionada uma
cria aleatoriamente e, sob i1soflurano e anestesia local, foi
inserida uma sonda de temperatura (Mini-Mitter Co. Inc., Bend,
OR, E.U.A.) no cdértex e mantida no sitio com supercola. Todos as
crias foram, entao, colocados nas camaras hermeticamente
fechadas (como anteriormente) e foi Dbombeada uma mistura de
oxigénio a 25% e equilibrada com azoto. As cémaras fora,m
parcialmente, submersas num banho de &dgua que foli mantido de
modo a manter a temperatura cortical das crias a exactamente 33
°C, como determinado pela sonda de temperatura e software de
computador Vital View. Esta temperatura fol escolhida porque
representa a hipotermia “moderada” e, assim, pensou-se ser
relevante clinicamente, proporcionando um bom equilibrio entre
os efeitos secunddrios e beneficios. Apds 90 minutos de
tratamento, as crias recuperaram com as Ssuas maes até ao tempo
do sacrificio. A cria com a sonda de temperatura no local foi
retirada imediatamente apds a experiéncia e o seu cérebro nao

foi utilizado para andlise.

Tratamento com Xénon

Foi seguido 0o mesmo paradigma experimental para o)
tratamento com xénon, mas em vez de hipotermia, o banho de &agua
foi mantido a 37 °C e a mistura gasosa foi alterada para
oxigénio a 25% e xénon a 75% durante 90 minutos. O gas foi
administrando por um sistema fechado construido para esse

objectivo de modo a minimizar a perda de xénon (Figura 9). Mais
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uma vez, as crias foram recolocados junto das suas progenitoras

até ao sacrificio.

Protocolo de Combinacgao

No paradigma de combinagao, os ratos foram submetidos a
hipotermia e a xénon em simultdneo, durante 90 minutos. Mais uma
vez, as crias foram colocadas em camaras hermeticamente
fechadas, mas desta vez as suas temperaturas foram mantidas nos
35 °C e a mistura gasosa consistiu em oxigénio a 25%, xénon
apenas a 20% e equilibrada com azoto. Esta temperatura e a
concentracgao de xénon foi apresentada em experiéncias
preliminares como conferindo o beneficio neuroprotector ao
cérebro em desenvolvimento, quando utilizado independentemente.
Assim, ao utilizar estes valores, qualquer beneficio
neuroprotector ¢ indicador de sinergia entre os dois agentes.
Apds o tratamento, as crias foram recolocadas Jjunto das suas

progenitoras até ao sacrificio.

De modo a demonstrar que os valores utilizados no grupo de
combinacéao conferiram neuroprotecgao quando utilizados
independentemente, foram utilizados mais dois grupos
experimentais de ratos: um grupo foi submetido a hipotermia
(como anteriormente) a 35 °C e o outro grupo foili exposto a xénon

a uma concentracao de 20%.
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Preparacao do Tecido

Recolha dos Cérebros

Os cérebros foram retirados as 16, 24 e 48 h apds o final

do protocolo experimental.

Os animais foram sacrificados com  uma overdose de
pentobarbital (100 mg/kg) intraperitoneal e, depois, recolhido o
sangue com 2,5 p/mL  de heparina em  PBS via perfuséao
transcardiaca através do ventriculo esquerdo. A isto seguiu-se a
perfusao com 20 mL de paraformaldeido a 4% em PBS e subsequente
remog¢ao do cérebro. 0s cérebros foram depois pds-fixados de um
dia para o outro no mesmo fixador. Para cada grupo de tempo, O
numero de cérebros, controlo ou experimental, foi dividido
igualmente e cada um seccionado como secgdes congeladas para
immuno-histoquimica ou embebidos em parafina para andlise
histoldgica. De modo a distinguir entre 0s hemisférios
contralateral e ipsilateral, foi utilizado um clip para fazer um
buraco no hemisfério contralateral nao afectado (esquerdo) antes

do seccionamento.

Integragao em Parafina

Apds pods-fixacao, os cérebros para histologia foram
desidratados utilizando um processador de integracao de tecidos
Histokinette 2000 (Leica R.U. Ltd., Milton Keynes, R.U.) e,
depois, integrados em blocos de cera de parafina. Os cérebros
integrados em parafina foram cortados em secgdes coronails a uma
espessura de 5 pm utilizando um micrdétomo (Leica, Alemanha). A

Figura 10.3 ilustra a &area do cérebro a partir da qual foram
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retiradas as seccdes. Foram retiradas, aproximadamente,
20 seccgdes de cada cérebro da regiao do hipocampo, (uma vez que
esta é a area mais vulnerdvel a lesdo por HI a cerca de -3,6 mm

da bregma.

Seccdes Congeladas

Depois dos cérebros terem sido pdés-fixados de um dia para o
outro, foram crioprotegidos em sacarose a 30% em PBS (este
também continha 2 mg/mL de azida de sédio) e armazenados no
frigorifico durante 48 h ou até ficarem submersos no fundo do
tubo. 0s cérebros foram depois congelados em composto O.C.T
(BDH, Poole, Inglaterra) a -22 °C e foram cortadas secgdes
coronais de 30 mum num sliding cryostat (Bright Instrument
Company Ltd., Huntingdon, R.U.). Os cérebros em secgdes foram
armazenados no frigorifico em pocgos contendo PBS 0,1 M PRBS e
1 mg/mL de azida de sdédio, antes de serem corados ©para

imuno-histoquimica (ver abaixo).

Processos de Coloracgao

Histologia

As secgdes embebidas em parafina foram montadas em laminas e
coradas com violeta de cresilo para a histologia, como descrito

anteriormente (Wilhelm et al., 2002).
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Andlise Neuropatoldgica de Necrose e Apoptose

Microscopia Histoldgica

A lesdo neuronal foi avaliada por andlise histoldgica de
secgdes de cérebro em parafina coradas com violeta de cresilo. O
violeta de cresilo €é um corante Dbédsico que se liga aos
componentes acidicos do citoplasma neuronal, tal como ribossomas
ricos em ARN e também aoc nucleo e nucléolo de células nervosas.
Esta técnica foi utilizada para avaliar a viabilidade celular e
determinar se as células nado vidveils exibiam apoptose ou necrose
com base em critérios morfoldgicos validados (Nakajima et al.,

2000) .

Cada um dos grupos experimentais consistiu em trés grupos de
tempo (16, 24, 48 h) e cada grupo de tempo continha trés animais
(assim, existem nove animais no total para cada grupo
experimental). Foram escolhidas trés lédminas por animal da é&rea
do cérebro que foi - 3,6 mm da bregma (Figura 11). As seccdes
foram depois divididas nos grupos de tempo e o examinador foi

cego & intervencéo.

Foram analisadas duas 4&reas do lado ipsilateral de cada

cérebro utilizando um microscépio de luz BX60 (Olympus,
Southall, R.U.) - uma no cdértex e uma no girus do hipocampo
(Figura 11). Foram utilizadas lentes com objectiva de 40x com

uma grelha para contar o numero total de células que aparecem na
grelha. As células foram classificadas como vidveils, apoptdticas
ou necréticas com base na sua aparéncia morfoldgica e a
percentagem de cada tipo de célula foi registado para cada uma

das &reas do cérebro. Juntamente com o microscépio foi utilizada
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uma

cdmara digital Axiocam (Zeiss, Gottingen, Alemanha) para

tirar fotomicrografias das secc¢des de cérebro.

Os

critérios para distribuir as células em cada uma das

categorias foram como abaixo (Figura 12):

1.

As células que sofreram qualgquer tipo de morte celular
(apoptose ou necrose) absorveram o corante violeta de
cresilo mais intensamente do que as células viaveils, que
apresentavam uma forma mais regular com o citoplasma palido

e um nucleo mals escuro e claramente visivel.

As células classificadas como apoptdéticas apresentaram
nucleos encolhidos e corados muito escuros que apresentavam
uma forma esférica e uma membrana celular intacta, muitas

vezes, com uma area circundante de vacuolacéo.

As células necréticas, por outro lado, embora também
coradas muito intensamente, apresentavam nlUcleos aumentados
e de forma muito irregular. 0 namero de células
apoptdticas, necrdticas e vidveis fol expresso como uma
percentagem do numero total de células e anotado para cada
ldmina. Foi depois calculada uma percentagem média para
cada um dos animais a partir das trés laminas, de modo a
que cada um dos trés animais num grupo de tempo tenha
apenas um valor. Foi determinada outra média destes trés
animais de modo a obter apenas um valor para cada grupo de

tempo e foil registado o desvio padrao.
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Anadlise Estatistica

A andlise dos dados foi efectuada utilizando  ANOVA

unilateral seguida por Student-Newman-Keuls quando apropriado.

Un p < 0,05 foi <considerado como sendo estatisticamente

significativo.

RESULTADOS

Xénon e Hipotermia como Agentes Independentes

0 xénon ¢é neuroprotector no recém-nascido através de um

mecanismo anti-apoptdtico

A andlise microscdpica da regido cortical e hipocampal do
cérebro demonstrou as propriedades neuroprotectoras do xénon
através da aparéncia morfoldgica semelhante de cérebros tratados
com xénon, em comparagao com cérebros simulados e a diferenca na
aparéncia quando comparados com cérebros de ratos que nao foram
tratados com xénon (Figura 14). Foi obtida neuroproteccéo
acentuada contra agressao hipdxica-isquémica no rato neonatal
pela utilizacdo de xénon a sua concentracdo maxima (75%) e tal
foi quantificada por andlise histoldégica de secgdes de cérebro
coradas com violeta de cresilo. A utilizacdo independente desta
concentracao de xénon diminuiu, significativamente, a morte
celular apoptdética e aumentou a contagem de células vidveis. As
16 h, a apoptose no cértex diminui de 36,5% * 2,5% nos controlos
positivos para 8,5% + 1,6% (p < 0,001) e a contagem de células
vidveis aumentou de 52,9% + 2,3% nos controlos positivos para

80,6% + 0,2% (p < 0,001) (Figura 132A). No girus, a apoptose

o

diminuiu de 33,6% + 1,8 nos controlos positivos para
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13,9% + 2,4% (p < 0,01) e a contagem de célula viaveis aumentou
de 56,5% + 2,6% nos controlos positivos para 77,1% + 3,3%
(p < 0,01) (Figura 13B). Os grupos de 24 e 48 h (Figuras 15 e
le, respectivamente) apresentaram resultados semelhantes ao
grupo de 16 h, com © xénon a exibir anti-apoptose
estatisticamente significativa, quando comparado com oS animais
de controlo positivo, no cdértex e girus. A anti-necrose pelo
xénon nao foi estatisticamente significativa no cértex a 48 h,
onde diminui a necrose de 16,6% + 0,2% nos controlos positivos

para 10,7% + 0,4% (p < 0,01) (Figura 16A4).
No entanto, o xénon nao foi anti-necrdético no girus as 48 h

(Figura 16B). Em todos os outros grupos de tempo (16 e 24 h), o

xénon nao foil anti-necrdético.

90 minutos de hipotermia a 33 °C depois de HI moderada é

ineficaz

Nao foi observada neuroproteccdo com 33 °C de hipotermia as
16 ou 24 h (Figuras 13 e 15, respectivamente). As 16 h, a
hipotermia pareceu ter um efeito anti-apoptdético significativo
no cdértex, mas como a contagem de células vidveis ndo foi
estatisticamente diferente dos animais do controlo positivo,
pode-se concluir que esta intervencgao nao proporcionou

neuroproteccgao.

No entanto, as 48 h a hipotermia foi neuroprotectora via um
mecanismo anti-necrdético no cdrtex, reduzindo a contagem de
células necrodticas de 16,6% = 0,2% nos controlos positivos para
12% + 2,3% e aumentado a contagem de células vidveis de

43% + 3,4% para 52,3% + 3,1% (Figura 16A). No girus as 48 h, a
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hipotermia proporcionou neuroproteccao de um modo

anti-apoptético (Figura 16B).

Xénon e Hipotermia em Combinagédo

Tratamento com xénon a 20% isocadamente nao demonstra

neuroprotecgao

Ao contrdrio dos resultados obtidos com xénon a 75%, xénon a
20% nao exerce efeito neuroprotector. Ao observar a Figura 17,
pode ser observado que a percentagem de apoptose observada no
coértex do grupo de xénon a 20% as 16 h é& de 36% = 5,7% em
comparacao com 37% + 2,5% nos animais do controlo positivo
(p > 0,05) e a percentagem de viabilidade é de 51% + 7,8% em
comparacgao com 53% + 2,3%, respectivamente (p > 0,05), (i. e.,
nao existe diferenca estatistica entre os grupos de 20% e
controlo positivo). O0Os dados do girus produziram resultados

muito semelhantes.

Tratamento com hipotermia a 35 °C isoladamente néao

proporciona neuroprotecgido

A hipotermia a 35 °C wutilizada isoladamente € ineficaz
contra HI e ndo mostra diferenca estatistica em qualquer &rea do
cérebro qguando comparada com 0S8 controlos positivos. A
percentagem de apoptose é de 48% + 10,1% versus 37% £+ 2,5% nos
controlos positivos e a percentagem de viabilidade celular é de

44% + 10,3% versus 53% *+ 2,3%.
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0O tratamento com uma combinacdo de xénon a 20% + hipotermia
a 35 ©°C demonstra neuroprotec¢adao sinérgica via um mecanismo
anti-apoptético. Lo utilizar intervengdes que provaram
ineficdcia de xénon (20%) ou hipotermia (35 °C) em combinacao,
foi demonstrada uma profunda neuroproteccado sinérgica em ambas
as areas do cérebro e em todos os trés grupos de tempo (16, 24 e
48 h) wvia um mecanismo anti-apoptdético. A aplicacgdo apds
isquemia do tratamento de combinacgéao reduziu,
significativamente, o nivel de morte celular apoptdtica e
aumentou a proporcido de células vidveis (ver Figura 17). As 16 h
no cértex, verificou-se que a reducgdo da apoptose, devido a
terapia de combinacao, foi de 35,8% + 5,7% e 47,6% + 10,1% nos
grupos de xénon a 20% e hipotermia a 35 °C, respectivamente,
para apenas 7,2% = 2% no grupo de combinacao (p < 0,01 e p <
0,001, respectivamente), enquanto as células vidveis aumentaram
de 51% + 7,8% e 43,7% + 10,3% para 82,3% £ 4,9% (p < 0,01 em
ambos o0s grupos). Os dados do girus produziram resultados
semelhantes (Figura 17B) excepto o grupo das 24 h, qgue pareceu
proporcionar uma proteccdo anti-necrdética bem como anti-

apoptdtica.

Considerando o facto de que nao foi proporcionada
neuroprotecgao pelos agentes individuais, os resultados da
combinacdo sao surpreendentes e, certamente, muito superiores
aos que foram previstos. O nivel de neuroproteccgao proporcionado
pela combinacdo de duas intervencdes 1ineficazes individualmente
demonstra gque existe sinergia in vivo entre o xénon e

hipotermia.
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REIVINDICACOES

Utilizacdo de xénon na preparacado de um medicamento para o
tratamento de asfixia neonatal num individuo neonatal, em
que o referido medicamento & para utilizacdo em combinacéo

com hipotermia.

Utilizagcdo de acordo com a reivindicagdo 1, em gque o xénon
¢ misturado com um diluente, excipiente ou veiculo

farmaceuticamente aceitdavel.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou reivindicacéao

2, em que o medicamento estd na forma gasosa.

Utilizacdo de acordo com a reivindicagcao 3, em gque o

medicamento é para ser administrado por inalacao.

Utilizacdo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
precedentes, em que o0 xénon ¢é para ser administrado na

forma de uma mistura 20 a 70% v/v de xénon/ar.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou reivindicacéao

2, em que o xénon €& para ser administrado por perfusao.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em que O

medicamento estd na forma de um liquido ou solucédo.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdao 7, em gque O

medicamento estd na forma de uma emulsdo lipidica.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Utilizacgdo de acordo com a reivindicagao 7 ou reivindicacéao
8, em que o medicamento estd numa forma adequada para

distribuicdo intravenosa, neuraxial ou transdérmica.

Utilizacdo de acordo com gualgquer uma das reivindicacgdes
precedentes, em que o xénon ¢é para ser administrado
simultaneamente, sequencialmente ou separadamente com

hipotermia.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 10, em que o xénon

é para ser administrado simultaneamente com hipotermia.

Utilizacdo de acordo com qualquer reivindicacdo anterior,
em que o xénon € para ser administrado a méde do individuo

neonatal antes do nascimento.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacgao 12, em gque o xénon
¢ para ser administrado a méde do individuo neonatal antes

de, ou durante, o trabalho de parto.

Utilizacado de acordo com a reivindicacgadao 13, em gque o xénon
¢ para ser administrado a méde do individuo neonatal até

cerca de 24 horas antes do nascimento.

Utilizacdo de acordo com qgualquer reivindicacdo anterior,
em que a hipotermia é para ser mantida durante um periodo
de, pelo menos, 6 horas apds a agressao hipdxica-isqguémica

(HI) .

Utilizacdo de acordo com qualquer reivindicacao anterior,

em que a hipotermia é para ser mantida durante um periodo



17.

18.

19.

20.

21.

22.

de cerca de 6 a cerca de 24 horas apds a agressao

hipdéxica-isquémica (HI).

Utilizacdo de acordo com qualquer reivindicacao anterior,
em que o xénon €& para ser administrado numa quantidade

terapeuticamente eficaz.

Utilizacdo de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes 1
a 16, em que o xénon € ©para ser administrado numa

quantidade sub-terapeuticamente eficaz.

Utilizacdo de acordo com qualquer reivindicacao anterior,
em que o xénon é para ser administrado em combinacdao com um
anestésico seleccionado de isoflurano, sevoflurano e

desflurano.

Utilizacdo de acordo com qgualquer reivindicacdo anterior,
em qgue o individuo recém-nascido ¢é um mamifero e a
temperatura do mamifero é para ser mantida a uma

temperatura de cerca de 32 °C a cerca de 36 °C.

Utilizagcdo de acordo com a reivindicacdo 20, em gque a
temperatura do mamifero é para ser mantida a uma

temperatura de cerca de 33 °C a cerca de 35 °C.

Utilizacdao de xénon na preparacgao de um medicamento para o
tratamento de asfixia neonatal, em que o) referido
tratamento compreende administrar a um individuo,
simultaneamente, sequencialmente ou separadamente xénon em

combinacdao com hipotermia.

Lisboa, 15 de Fevereiro de 2008
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