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DESCRIPCION
Composicion terapéutica y uso
La presente invencion se relaciona con el uso en la terapia de 6xido nitrico.

No ha habido mucho interés en los ultimos afios en las aplicaciones farmacéuticas de 6xido nitrico [NO] y precursores
de oxido nitrico. El éxido nitrico es un vasodilatador potente que se sintetiza y se libera por las células endoteliales
vasculares y juega un papel importante en la regulacién de la resistencia vascular local y flujo sanguineo. En células de
mamiferos, NO se produce principalmente junto con la L-citrulina mediante la oxidacion enzimatica de L-arginina. El
oxido nitrico también esta involucrado en la inhibicidn tanto de las plaquetas y agregacion de leucocitos y adhesion, la
inhibicién de la proliferacion celular, la eliminacion de radicales superdxido y la modulacién de la permeabilidad de la
capa endotelial. También se ha demostrado que el 6xido nitrico posee propiedades antimicrobianas, revisadas por F. C.
Fang (1997) (J. Clin. Invest. 99 (12) 2818-2825 (1997)).

Ademas de la produccion mediada de célula interna, NO también se libera continuamente externamente desde la
superficie de la piel por un mecanismo que parece ser independiente de la enzima sintasa de NO. El nitrato excretado
en el sudor se reduce a nitrito mediante un mecanismo desconocido, que puede implicar enzimas nitrito reductasa que
se expresan por bacterias comensales de la piel. Alternativamente las enzimas nitrito reductasa de mamiferos pueden
estar presentes en la piel que podria reducir el nitrito rapidamente a NO sobre la superficie de la piel.

Se cree que la produccion de NO a partir de nitrito es a través del siguiente mecanismo:

NO, + H + & HNO, [1]
2HNO;2 & N,O3 + H,0 [2]
N.03; © NO + NO; (3]

Existe una serie de revelaciones que se ocupan de la provision artificial de NO. WO 95/22335 (Benjamin & Dougal)
revela una forma de dosificacion para el tratamiento de bacterias, virus, o condiciones de hongos que comprende un
agente acidificante farmacéuticamente aceptable, una fuente farmacéuticamente aceptable de iones nitrito o un
precursor de nitrato de los mismos, y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable, en donde el agente
acidificante se adapta para reducir el pH en el ambiente de uso por debajo de pH 4. Preferiblemente, el agente
acidificante es un acido organico, por ejemplo, acido salicilico o acido ascoérbico. El precursor para el ion nitrito puede
ser un metal alcalino o metal alcalinotérreo capaz de la conversiéon a un nitrato por accién enzimatica. En una forma
particularmente preferida de la invencion, el agente acidificante y la fuente de iones nitrito o precursor, por lo tanto,
estan dispuestos por separado en dicha crema o ungliento para la mezcla para liberar iones nitrito en el ambiente de
uso. Alternativamente, una composicion de acidos se puede presentar para la administracion en forma de comprimidos
o liquido.

US-A-5648101 (Tawashi) revela un método para administrar gas NO a un sitio deseado o en el cuerpo de un animal
sensible, por ejemplo, seres humanos, que comprende combinar y causar la reaccién de una sal reductora soluble,
preferiblemente sulfato ferroso, y un nitrito, nitrito de sodio preferible en presencia de humedad in situ en, o adyacente a
dicho sitio. Los medios para dicha administracion incluyen composiciones tales como comprimidos, capsulas,
unguentos, cremas, lociones y aerosoles que contienen mezclas de particulas o granulos de los dos reactivos, parches
transdérmicos y bombas osmoticas para combinar las soluciones de reactivo o reactivos in situ. Wink et al, El papel de
la quimica de 6xido nitrico en el tratamiento del cancer, (Biochemistry (Moscu) 802-809; 63 (7): 1998) revela el efecto
del 6xido nitrico sobre los tumores de mamiferos. Las divulgaciones actuales en el campo del tratamiento del cancer se
refieren a la produccioén endégena de oxido nitrico. Los intentos para aumentar la disponibilidad local se han limitado a
las intervenciones no directas tales como la dosificacion con precursores de 6xido nitrico (L-arginina) y maniobras para
aumentar la vida media/biodisponibilidad de éxido nitrico endégeno mediante la modulacion temporalmente de las vias
de degradacion.

Otros métodos clinicos que involucran el uso de precursores de NO se revelan en WO-A-99/02148, WO-A-95/09612 y
Chemical Abstracts; 127:130755, B.H. Cuthbetson et al, British Journal of Anaesthesia, (1977), 78(6), 714-717.

También se conoce el uso tépico de 6xido nitrico gaseoso y precursores de 6xido nitrico como antimicrobianos. WO-A-
01/53193 revela el uso de nitrito acidificado para producir 6xido nitrico por via tépica en la superficie de la piel. El
tratamiento es util en el tratamiento de la isquemia y condiciones relacionadas.

En la aplicacion tépica a la piel de nitrito en concentraciones de hasta 4% en una crema o ungliento de portador inerte,
el nitrito, cuando se mezcla con un acido organico tal como acido ascorbico (vitamina C), reacciona para producir 6xidos
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de nitrégeno para provocar la liberacion de 6xidos nitricos que conducen a una vasodilatacion sostenida de los vasos
sanguineos de la microcirculacion, sin inflamacion significativa.

US-A-5.536.241 (Zapol) revela un dispositivo para relajar el musculo liso de un érgano hueco con una fuente de éxido
nitrico.

Resefias utiles del uso de NO en la terapia se proporcionan en los siguientes articulos de revision; Chemical Abstracts;
134:216558, W.E.Hurford et al, Nitric Oxide, (2000), 931-945; Chemical Abstracts; 128:21192, M. Andresen et al,
Revista Medica de Chile, (1997), 125 (8) 934-938; Chemical Abstracts; 124:44545, M. Beghetti et al, Expert Opinion on
Investigational Drugs, (1995), 4 (10) 985-995.

Todas estas propuestas anteriores para la aplicacion clinica de NO se han centrado en el uso de cualquiera de NO
gaseoso, o bien de precursores de NO en solucidn, suspension o preparaciones topicas.

Se ha encontrado ahora que, sorprendentemente, cuando el éxido nitrico se disuelve o suspende en un liquido, ya sea
haciendo pasar NO gaseoso a través de un liquido, o mediante la generacion de NO in situ en el liquido,
concentraciones clinicamente significativas se pueden establecer ya sea disueltas o dispersas dentro del liquido, a
pesar de que una proporcion significativa del NO generado en o pasado a través del gas liquido se libera
inmediatamente a la atmdsfera. Por ejemplo, cuando NO se produce en soluciéon acuosa por la reaccion de nitrito 0.5
molar con acido citrico 0.5 molar, la concentracion de NO disperso o disuelto en la formulacién liquida, después de la
evolucién de gas, se ha encontrado que es del orden de 1,500 ppb (1.5 ppm). Ademas, la formulacion liquida resultante
(denominada en este documento por simplicidad como simplemente una "solucién" a pesar de que en la practica el NO
puede estar presente tanto en solucion verdadera, y en la forma de una dispersiéon o suspension) se mantiene estable
dentro de un intervalo de tiempo requerido para realizar maniobras terapéuticas y suscitar acciones bioldgicas (por
ejemplo, por periodos de mas de una hora). De acuerdo con lo anterior, las formulaciones liquidas son eficaces para el
tratamiento de una serie de condiciones clinicas, mediante la administracion de un aerosol nebulizado de formulacion
liquida.

De acuerdo con lo anterior, en un primer aspecto de la invencién, se proporciona un dispensador farmacéutico, que
comprende una formulacién liquida que comprende una concentraciéon de 6xido nitrico clinicamente eficaz, o medio para
formar dicha formulacion liquida de una fuente de 6xido nitrico, y medio para formar una niebla nebulizada de la
formulacion liquida, en donde la formulacién liquida es una solucién acuosa, en donde la formulacién liquida contiene de
10 a 40,000 partes por mil millones en peso de NO.

El 6xido nitrico puede estar presente en las formulaciones liquidas de acuerdo con la invencién en solucion verdadera,
y/o en forma de una dispersion o suspension (por ejemplo, en suspension coloidal). Todos estos tipos de formulaciones
se denominan en este documento como "soluciones".

Por "niebla nebulizada" como se usa en este documento se entiende cualquier forma en la cual la formulacién liquida se
puede pulverizar como una niebla de gotitas para la aplicacion, tal como las producidas convencionalmente mediante
pulverizadores nasales o aplicadores manuales utilizados para el tratamiento de condiciones respiratorias tales como el
asma.

En tales formulaciones liquidas, las composiciones eficaces contendran concentraciones de NO disperso y/o disuelto en
el intervalo desde 10 a 40,000 ppb (partes por mil millones) en peso, preferiblemente desde 100 a 10,000 ppb, mas
preferiblemente de 1,000 a 10,000 ppb.

Las formulaciones liquidas empleadas de acuerdo con la presente invencion se pueden preparar mediante el uso de un
agente acidificante farmacolégicamente aceptable, junto con una fuente farmacolégicamente aceptable de iones nitrito o
un precursor de nitrito.

De acuerdo con la presente invencion las formulaciones liquidas activas de oxido nitrico como se ha descrito
anteriormente se pueden administrar por medio de un nebulizador y emplear como composiciones terapéuticas para el
tratamiento de una enfermedad respiratoria, por ejemplo, bronquiectasia, aspergilosis broncopulmonar alérgica,
Chlamydia pneumonia, enfermedad pulmonar obstructiva, Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae,
Mycobacterium, Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, sindrome de dificultad respiratoria aguda,
enfermedad pulmonar ocupacional, enfermedad pulmonar alérgica, o alteracion de la funcién respiratoria, bronquiolitis
por RSV, precipitar las exacerbaciones del asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), neumonia virica,
neumonia, tuberculosis, sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), lesién pulmonar aguda, insuficiencia
respiratoria hipoxémica y asma.

En un aspecto particular de la invencion, la solucion de 6xido nitrico se puede emplear para el tratamiento de antrax.
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En particular, la composicion puede estar contenida dentro de un sistema de suministro que permite la produccién de
una neblina nebulizada de la formulacién liquida de 6xido nitrico que se puede pasar a los pulmones de un paciente
humano o animal.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona el uso de tales formulaciones liquidas de o6xido nitrico en la
preparacion de una composicién terapéutica para el tratamiento del cancer, en donde la composicién esta adaptada
para la administraciéon por medio de un nebulizador.

La mezcla liquida se puede hacer por la combinacién de nitrito con un acido organico tal como acido ascoérbico en un
medio liquido, tal como agua o, mas preferiblemente, solucion salina fisioldgica. Alternativamente, se puede hacer por la
transmision de gas 6xido nitrico puro a través del medio liquido con el fin de formar la formulacién liquida.

El pH de la mezcla liquida resultante se puede manipular por la titulacion del agente acidificante y/o posterior
estandarizaciéon quimica utilizando técnicas estandar para crear una formulaciéon farmacéuticamente aceptable para su
aplicacion al sistema respiratorio. El pH en los pulmones es de aproximadamente 7.4 y por lo tanto el pH de la mezcla
liquida resultante es, preferiblemente, aproximadamente 7.4.

El nebulizador y el método de nebulizacién para ser utilizados de acuerdo con la presente invencion puede ser cualquier
método convencional utilizado en la practica médica o veterinaria general, que es capaz de producir una pulverizacion
nebulizada con un tamarfio de particula en el intervalo respiratorio, como se describe por ejemplo en J.Heyder et al.,
("Deposition of particles in the human respiratory tract in the size range 0.0005 to 15 microns" Jnl. of Aerosol Science
1989 pp 1-21). El tamafo de particula preferido de las particulas nebulizadas esta en el intervalo desde 0.1 a 10
micrémetros, preferiblemente de 2 a 5 micrometros. El tamafio de particula se puede ajustar con el fin de apuntar a la
dosis a la region deseada del tracto respiratorio, como se revela en el documento Heyder et. al., mencionado
anteriormente.

El nebulizador utilizado puede, por ejemplo, ser del tipo de dispensador a presién ampliamente utilizado para la
administracion oral o nasal de los farmacos anti-asma y similares.

El agente acidificante puede incluir cualquier acido organico apropiado, tal como acido ascérbico (vitamina C), acido
salicilico, acido acetil salicilico, acido acético o una sal o un derivado del mismo, generalmente en una concentracion de
hasta 20% p/v, preferiblemente 0.25 a 10% p/v, mas preferiblemente de 4 a 6% p/v. Una concentracion particularmente
preferida es 4% o 5% p/v. Otros agentes acidificantes incluyen, pero no se limitan a, sales de amonio o aluminio, fenol y
acido benzoico. Los acidos inorganicos tales como, acido clorhidrico pueden ser utilizados si se diluyen suficientemente
y/o estandarizan adecuadamente. El agente acidificante puede estar presente como una sal disuelta o en una forma
liquida.

La fuente farmacolégicamente aceptable de iones nitrito puede ser un nitrito de metal alcalino o un nitrito de metal
alcalinotérreo, por ejemplo, LiNO2, NaNO,, KNO2, RbNO,, CsNO,, FrNO2, Be(NO3)2, Mg(NO-)2, Ca(NOz)2, Sr(NO2).,
Ba(NOy),, o Ra(NO-),. Alternativamente, un precursor de nitrito se puede usar como la fuente de los iones nitrito en la
composicion, tal como por ejemplo una solucién diluida de acido nitrico. Otras fuentes de iones nitrito son iones nitrato
derivados de sales de metales alcalinos o alcalinotérreos capaces de la conversidon enzimatica a nitrito, por ejemplo,
LiNO3, NaNO3, KNO3, RbNO3, CSNO3, FFNO3, Be(N03)2, Mg(NO3)2, Ca(NO3)2, SF(NO3)2, Ba(N03)2, o Ra(N03)2. La
concentracion de la fuente de iones nitrato antes de la acidificacion puede ser hasta 20% p/v, adecuadamente 0.25 a
10%, preferiblemente de 4 a 6%. Una concentracion particularmente preferida es 4% o 5% p/v.

La composicion empleada de acuerdo con la invencion preferiblemente es saturada con el éxido nitrico en solucion.

La composicién farmacéutica se puede administrar a continuacion por nebulizador, por ejemplo, como se describe por
Heyder anteriormente.

Las dosis de 6xido nitrico para los fines de la invenciéon pueden variar dentro de amplios limites, dependiendo de la
enfermedad o trastorno que se va a tratar, la gravedad de la condicion, y la edad y salud del individuo que se va a tratar.
Un médico sera capaz de determinar facilmente las dosificaciones apropiadas que se van a utilizar.

Esta dosis se puede repetir tantas veces como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios de la cantidad y/o
frecuencia de la dosificacion pueden ser reducidos o alterados de otro modo o modificados, de conformidad con la
practica clinica normal.

Las composiciones se pueden formular de acuerdo con la invencién para el hombre o para la medicina veterinaria. La
presente solicitud debe interpretar del mismo modo la aplicacién a los seres humanos, asi como a los animales, a
menos que el contexto exprese claramente lo contrario.
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La composicion tiene beneficios clinicos importantes, ya sea solos o en combinacién con otra terapia anti-infecciosa en,
por ejemplo, las siguientes condiciones:

1. Bronquiectasia: una condiciéon pulmonar relativamente comuin en la que la sepsis cronica se produce en areas del
pulmoén. Un ejemplo particular de esto es la enfermedad pulmonar hereditaria, fibrosis quistica.

2. Aspergilosis broncopulmonar alérgica: una complicacion del asma en la que los pacientes se vuelven alérgicos al
hongo Aspergillus, que coloniza las vias respiratorias y causa dafio a los pulmones y actisis en los bronquios.

3. Chlamydia pneumonia; Se ha sugerido que algunos casos de aparicion de asma tardia, pueden estar relacionados
con la infeccién crénica de las vias respiratorias con Chlamydia pneumonia.

4. Enfermedad pulmonar obstructiva; Aproximadamente 30% de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD)
tienen la colonizacion bacteriana con streptococcus pneumoniaea y/o haemophulus influenzae. Esta es dificil de
erradicar y hay pruebas de que la colonizacién bacteriana conduce a las exacerbaciones de la COPD y empeora el
prondstico.

5. Mycobacterium; La infeccion cronica por micobacterias atipicas tales como mycobacterium xenopi, mycobacterium
chelonae y mycobacterium fortuitum se puede producir en los pulmones previamente dafiados y es dificil de erradicar.

Ademas, la niebla nebulizada de formulacién liquida de 6xido nitrico, cuando se ingiere en los pulmones o el tracto
nasal, es ventajoso en el tratamiento de, por ejemplo, Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M.
africanum; sindrome de dificultad respiratoria aguda; enfermedades laborales de los pulmones; enfermedades
pulmonares alérgicas; alteracion de la funcion respiratoria y condiciones asociadas.

Aunque no se desea estar ligado por ninguna teoria de operacion, se cree que la presentacion de 6xido nitrico en forma
de formulacion liquida resulta en la absorciéon preferencial del 6xido nitrico por los organismos infecciosos, en lugar de la
absorcioén por la hemoglobina en la sangre que conduce a la inactivacion.

Existe una variedad de infecciones pulmonares agudas, que se puede reducir con la aplicacion de la invencion; éstos
incluyen infecciones virales, que pueden causar enfermedad aguda por si mismos, por ejemplo,

1. Bronquiolitis RSV en nifilos o exacerbaciones precipitadas de asma o enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD)

2. Neumonia viral tal como la neumonia de la gripe, por lo que en la actualidad no existe nada mas que un tratamiento
de apoyo.

3. Neumonia.
4. Tuberculosis

La formulacion liquida de la presente invencion se puede utilizar de forma aguda en combinacién con otras terapias para
ayudar a erradicar estas enfermedades o para prevenir la reinfeccion o disminuir la carga infecciosa. Alterando el
tamafio de particula, es posible dirigir el aerosol a las vias respiratorias grandes, vias respiratorias mas pequefias o
alvéolos con el fin de ayudar a la eficacia en el tratamiento de la enfermedad.

El sistema de nebulizado es ventajoso en comparacion con el uso de gas de 6xido nitrico respiratorio. Por ejemplo,
vasoconstriccion pulmonar hipdxica, un fendmeno de proteccion que causa vasoconstriccion de las unidades
pulmonares mal ventiladas, es una respuesta normal al desequilibrio ventilacion/perfusion. El uso de gas éxido nitrico
inhalado se ha sugerido para modificar esta respuesta normal, lo que resulta en la vasodilatacion de las zonas con poca
ventilacién, aumento de la derivacion a través del pulmén y oxigenacion deficiente. La administracion de 6xido nitrico en
mezcla fluida mediante nebulizacion reducira este riesgo ya que los elementos activos del sistema sélo se entregan a
funcionar las unidades pulmonares. También, debido a su vida media corta, el gas de NO inhalado debe ser
administrado de manera continua y la retirada repentina del tratamiento puede estar asociada con la hipoxemia de
rebote que pone en peligro la vida. Este sistema proporciona una forma de liberacion acuosa, mas lenta de NO a las
diversas regiones del tracto respiratorio. Ademas, el sistema ofrece nuevas y significativas ventajas debido a la
tecnologia de administracion simplificada e intermitente en lugar de terapia continua.

El sistema de nebulizaciéon tampoco no tiene los problemas inherentes a los sistemas que implican la dosis, instilacién o
nebulizacion de aductos de nucledfilo/NO, S-nitrosotioles, complejos dietilamina-NO (DEA/NO) S-nitroso-N-
acetilpenicillamina (SNAP), S-nitrosoglutatiéon (GSNO), SIN-1 y sistemas similares por lo que los portadores asociados,
tales como nucledfilos y productos de degradacion pueden estar asociados con potencial toxicidad local o sistémica.
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Ademas de las funciones antimicrobianas de la invencion, otras funciones bioldgicas conocidas de la molécula de 6xido
nitrico también pueden ser inducidas de forma variable por el sistema de nebulizado, por ejemplo, vasodilatacién. Los
efectos vasodilatadores se pueden utilizar en el tratamiento de enfermedades respiratorias, tales como, pero no limitado
a, sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), lesién pulmonar aguda e insuficiencia respiratoria hipoxémica.
Cuando se aplica al tratamiento del asma (inflamacion crénica conduce al uso clinico de los corticosteroides que
reducen/eliminan produccion de NO intrinseca que puede conducir a la vasoconstriccion y aumento del riesgo de
infeccion) el sistema de nebulizado se puede utilizar como una terapia de reemplazo de vasodilatador, ya sea solo o en
combinacién con otros tratamientos (por ejemplo, como la terapia de prostanoides).

Los efectos vasodilatadores en el sistema también se pueden utilizar en el tratamiento de la enfermedad cardiovascular
(por ejemplo, pero no se limitan a la hipertension pulmonar, angina y enfermedad coronaria) en ausencia de la
vasodilatacion sistémica significativa.

La composicion nebulizada también se puede usar en el tratamiento de la enfermedad de células falciformes. Las dos
complicaciones mas comunes son episodios de oclusion vascular y sindrome toracico agudo [ACS]. ACS es una causa
principal de mortalidad y afecta al 50% de los pacientes al menos una vez en su vida. Aunque los factores de riesgo de
ACS no han sido bien definidos, pruebas de funcién pulmonar en pacientes con enfermedad de células falciformes
identifican la hiperreactividad de las vias respiratorias como un factor de riesgo modificable. Las propiedades
vasodilatadoras y antimicrobianas de la composicion nebulizada son particularmente relevantes para la terapia de los
pacientes. Ademas, el tratamiento concomitante de la adicién de los corticosteroides tales como dexametasona a la
composicion nebulizada puede ser eficaz en algunos pacientes.

El 6xido nitrico también modula la oxigenacion de los tejidos a través de los cambios en la permeabilidad de la
membrana.

El 6xido nitrico ejerce un potente efecto inhibidor sobre ambos la agregacion y adhesion de plaquetas y de leucocitos.

El aumento de la funcion ciliar es especialmente relevante en el tratamiento de la fibrosis quistica y otras condiciones
patolégicas asociadas con la disquinesia de la funcion ciliar. Los cilios de las vias respiratorias han demostrado
estimulacion frecuencia-tiempo-ciliar de monofosfato de guanosina ciclica y prostaglandina E, enddgena. La
administraciéon nebulizada de o6xido nitrico para el sistema respiratorio por el sistema revelado aumenta las
concentraciones de monofosfato de guanosina y conduce a la liberacién de prostaglandina E y la accion directa.

Ademas, el sistema, adicionalmente se puede combinar con productos farmacéuticos primarios tales como
corticosteroides, surfactantes, hormonas (tales como insulina), antibiéticos (tales como colomycin y tobramicina),
prostanoides (tales como prostaciclina) y agentes citotdxicos para producir un aumento de la eficacia de la
administracion, absorcion y accion.

El 6xido nitrico administrado en una formulacién liquida como se revela en este documento se puede utilizar
terapéuticamente como un complemento a la quimioterapia mediante el aumento de la eficacia de la administracion,
absorcién y accion de los agentes citotoxicos (por ejemplo, el cisplatino, melfalan, tamoxifeno, paxitaxol, y anastrozol) al
sistema respiratorio y modulacion directamente de la apoptosis. El aumento de la sensibilidad de las células tumorales
esta mediado por el 6xido nitrico debido a la inhibicién de las proteinas de reparacion del ADN clave, tales como ligasas
de ADN. Uno de los principales factores que limitan la eficacia de la radioterapia es la presencia de poblaciones de
células tumorales hipéxicas radioresistentes. El 6xido nitrico puede radiosensibilizar las poblaciones de células
hipoxicas de mamiferos y es al menos tan eficaz como el oxigeno en este papel. Los radicales centrados de carbono se
generan inicialmente por la radiacion ionizante en el ADN. En ausencia de 6xido nitrico o de oxigeno, estos radicales
reactivos eliminan atomos de hidrégeno de proteina cercanos, lo que limita el nimero de lesiones de ADN por foton. El
oxido nitrico reacciona con estos complejos de alta energia e inhibe el mecanismo de reparacion de atomos de
hidrégeno de proteinas de abstraccion, que normalmente facilitaria la reparacion del ADN. Los efectos de esta inhibicion
resultan en la radiosensibilizacion de las células hipoxicas. La fijacion de dafio inducido por la radiacion aumenta el
numero de lesiones por fotén. El 6xido nitrico tiene un coeficiente de difusion mas alto que el oxigeno y por lo tanto
penetra mas en los tejidos. Las funciones fisiologicas de moléculas de &xido nitrico, adicionalmente modulan la
respuesta a la terapia.

Tanto la radioterapia como la aplicacion de administracion de farmaco citotoxico se puede conseguir mediante la
nebulizacién del sistema, infiltracion o por inyeccién directa del tumor o locus circundante.

Ademas de la administracion en el tracto respiratorio, la mezcla de fluido de 6xido nitrico se puede administrar a
cualquier parte del cuerpo humano o animal para tratar o prevenir la infeccion microbiana. Por ejemplo, la mezcla se
puede pulverizar sobre la piel para tratar afecciones dermatoldgicas. Alternativamente, la mezcla se puede administrar
por pulverizacion de los 6rganos internos del cuerpo, por ejemplo, durante y después de las operaciones, para prevenir
la infeccion microbiana.
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La formulacion liquida de éxido nitrico descrita se puede utilizar, adicionalmente, en las areas no médicas tales como
cosmeéticos y tratamientos de belleza, en vista de sus efectos bioldgicos en el flujo sanguineo de la piel y la oxigenacion
del tejido. Los campos de aplicacion pueden incluir, pero no se limitan al tratamiento de la celulitis, estrias y manchas de
la piel. Cuando se combina con agentes auxiliares, tales como minoxidil para el crecimiento del cabello, la penetracién y
la eficacia de los agentes es mayor.

El sistema de mezcla de fluido de 6xido nitrico puede ejercer influencias bioldgicas positivas y fundamentales sobre las
funciones fisiologicas normales de espermatozoides (incluyendo la motilidad, progresion, capacitacion, reaccion del
acrosoma y ligamento de zona), fertilizacion, desarrollo embrionario, implantacién y desarrollo temprano. El sistema
también puede tener implicaciones en la comprension y la gestion de una amplia gama de sistemas ginecoldgicos tales
como menstruacion y condiciones patoldgicas. Las influencias del NO sobre la ginecologia y la fertilidad se ejercen en
una funcién dependiente de la dosis bifasica.

La mezcla de fluido de 6xido nitrico, adicionalmente, puede ser aplicada a los objetos inanimados para los fines de
esterilizacion, y con el fin de prevenir la colonizacién por microorganismos.

Un modificador de la viscosidad, por ejemplo, propilenglicol u otra sustancia conocida farmacéuticamente aceptable con
propiedades que modifican la viscosidad se pueden emplear con el fin de aumentar la adherencia de la composicién a
una superficie que se va a tratar.

A continuacion, se describira la invencion, solamente a modo de ilustracion con referencia a los siguientes ejemplos y
figuras que se proporcionan a efectos de ilustracion.

La figura 1 muestra las propiedades antimicrobianas del gel generador de NO a diferentes concentraciones de iones
nitrito contra Staphylococcus aureus NCTC9353 y Escherichia coli NCTC10148 a veinticuatro horas de exposicion. El
eje vertical muestra la supervivencia microbiana como un porcentaje, y el eje horizontal muestra la concentracion del gel
de NO en mM.

La figura 2 muestra las propiedades anti-microbianas del gel generador de NO a diferentes concentraciones de iones
nitrito contra MRSA (NCTC11561) a cuatro horas de exposicion. El eje vertical muestra la supervivencia microbiana
como un porcentaje y el eje horizontal muestra la concentracion de nitrito en porcentaje. Tanto en la figura 1 como la 2,
los valores mostrados son las medianas (n = 3).

Ejemplo 1

Una composicion liquida que contiene 6xido nitrico se preparo de la siguiente manera. Se adicionaron 10 ml de solucién
acuosa 0.5 M de nitrato de sodio a 10 ml de la solucién acuosa 0.5 M de acido ascorbico. La composicién liquida se
mezclé con el fin de liberar éxido nitrico. Después de la liberacion de éxido nitrico, la composicion liquida se diluy6 en la
proporcion de 1: 5 con agua destilada. A continuacion, la composicion liquida resultante se ensayd utilizando un World
Precision Instruments NO Nanosensor ISO-NOPNM. El sistema utiliza una punta de diametro de 100 nm con limite de
deteccion 6ptimo de menos de 0.5 nm. El ensayo y calibracién se llevaron a cabo de acuerdo con el manual de
instrucciones de World Precision Instruments. Se encontrd que la composicién liquida tiene una concentracion de 6xido
nitrico de aproximadamente 300 ppb en peso, y que es estable durante un periodo de mas de una hora.

Mediante la variacion de las condiciones de preparacion, se encontré que se pueden conseguir otras concentraciones
de NO en la solucion final.

Los ejemplos 2 y 3 no son ejemplos de la invencion, pero se incluyen para demostrar la eficacia de NO en el tratamiento
de microorganismos.

Ejemplo 2: propiedades antimicrobianas transmembrana de gel generador de NO

Las propiedades antimicrobianas de gel generador de NO después de la difusién a través de una membrana de 10 ym
Sympatex ™ se investigaron de la siguiente manera. Se generé el NO por una mezcla de nitrito de sodio y acido
ascorbico en gel de agar al 0.8%, utilizando cloruro de sodio al 1% como intermedio. La preparacion se probo en S.
aureus NCTC9353 y E. coli NCTC10148 utilizando un intervalo de concentraciones de nitrito de sodio y acido ascoérbico.
Los cultivos de S. aureus y E. coli se prepararon mediante la inoculaciéon de 20 ml de caldo LB (Luria-Bertani 10 g de
Bacto-triptona, 5 g de extracto de Bacto-levadura y 10 g/l de cloruro de sodio a pH 7.5) con 2-3 colonias, y se incubaron
a 37 °C durante la noche. 24 ml de agar al 1.5% en NaCl se inocularon con 1 ml de ya sea S. aureus o E. coli y se vertio
en placas de Petri. Los discos de membrana (100 mm de diametro) fueron esterilizadas en 70% de etanol y a
continuacion los discos se colocaron en una cabina de flujo laminar para permitir que el etanol se evapore. Se
prepararon 5 ml de agar al 0.8% en 1% de NaCl, que contiene ya sea nitrito de sodio o acido ascorbico a
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concentraciones finales de 500 mM, 250 mM, 165 mM, 50 mM, 25 mM, 5 mM, 2.5 mM y 0.5 mM. Las concentraciones
finales en uso estan reducidas a la mitad.

En el centro de las tapas de placas de Petri invertidas estériles, se adicioné 1 ml de cada concentracién de nitrito de
sodio y acido ascorbico y se mezcla. A continuacion, la membrana desinfectada se colocé sobre la parte superior de
esta inmediatamente, utilizando pinzas esterilizadas. La membrana se colocé con cuidado de manera que colgaba sobre
el borde de la tapa por igual en todas las direcciones. A continuacion, la base de la placa de Petri se colocé al revés en
la parte superior de la disposicion de tapa/mezcla/membrana asegurando que una brecha de 2-3 mm se dejo entre la
membrana y el agar inoculado invertido.

El aparato se incubd durante la noche a 37 °C después de lo cual se retird. La base de la placa de Petri (al revés) se
retird y se tomd una muestra de la zona central de agar mediante el corte de un circulo utilizando una taza de medicion
de plastico estéril. A continuacion, el agar se macer6 en 10 ml de caldo LB y 5 ml de perlas de vidrio estériles. Se
llevaron a cabo diluciones en serie y las muestras se colocaron en placas de agar de sangre que se incubaron durante
24 horas a 37 °C. Las colonias supervivientes se contaron.

Las propiedades anti-microbianas de éxido nitrico se observaron a concentraciones de nitrito por encima de 50 mM. Por
debajo de esta concentracion se observé actividad anti-microbiana parcial o ninguna. Por encima de esta concentracion,
la lisis celular se completd resultando en la muerte completa de las bacterias. Los resultados mostrados en la figura 1
ilustran el efecto antimicrobiano de concentraciones variables de gel de generacion de NO y dando como resultado la
difusion a través de la membrana de 10 ym Sympatex™.

Experimentos similares han demostrado la eficacia de las composiciones que contienen bajas concentraciones de NO
frente a Bacillus anthracis.

Ejemplo 3: Propiedades anti-microbianas de transmembrana de gel generador de NO

Las propiedades antimicrobianas de gel generador de NO después de la difusion a través de una membrana de 10 ym
Sympatex ™ se investigaron de la siguiente manera. El NO se gener6 por una mezcla de nitrito de sodio y acido
ascorbico en gel de agar al 0.8%, utilizando cloruro de sodio al 1% como intermedio. La preparacion se probé en MRSA
(NCTC11561) utilizando un intervalo de concentraciones de nitrito de sodio y acido ascérbico. Los cultivos de MRSA
(NCTC11561) se prepararon mediante la inoculacion de 20 ml de caldo LB (Luria-Bertani 10 g de Bacto-triptona, 5 g de
extracto de Bacto-levadura y 10 g/l de cloruro de sodio a pH 7.5) con 2-3 colonias, y se incubaron a 37 °C durante la
noche. 25 ml de agar al 1.25% en 0.8% de NaCl se inocularon con 1 ml de suspension bacteriana y se vertié en placas
de Petri. Los discos de membrana (100 mm de diametro) fueron esterilizados en 70% de etanol y los discos se
colocaron en una cabina de flujo laminar para permitir que el etanol se evapore. Se prepararon 5 ml de agar al 0.8% en
1% de NaCl, que contiene nitrito de sodio o acido ascorbico a un intervalo de concentraciones.

En el centro de las tapas de placas de Petri invertidas estériles, se adicioné 1 ml de cada concentracién de acido
ascorbico y nitrito de sodio y se mezcla la produccién de un rango de concentracion final (1500mM, 725mM, 362mM,
181M, 91mM, 45mM, y 23mM). A continuacion, la membrana desinfectada se colocé sobre la parte superior de esta
inmediatamente, utilizando pinzas esterilizadas. La membrana se colocé con cuidado de manera que colgaba sobre el
borde de la tapa por igual en todas las direcciones. A continuacion, la base de la placa de Petri se coloco al revés en la
parte superior de la disposicion de tapa/mezcla/membrana asegurando que una brecha de 2-3 mm se dejo entre la
membrana y el agar inoculado invertido.

El aparato se incub6 durante cuatro horas a 37 °C, después de lo cual se retir6. La base de la placa de Petri (al revés)
se retird y se tomo la muestra de la zona central de agar, mediante el corte de un circulo utilizando una taza de medicion
de plastico estéril. A continuacion, el agar se macer6 en 5 ml de solucion reguladora de fosfato y perlas de vidrio
estériles. Las diluciones en serie se llevaron a cabo y las muestras se sembraron en placas de agar CLED (cisteina
lactosa deficiente en electrolitos), que se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Las colonias supervivientes se contaron.

Se observaron propiedades anti-microbianas de oxido nitrico a concentraciones de nitrito por encima de la
concentracion de nitrito 1.5%. Por debajo de esta concentracion se observé actividad anti-microbiana parcial o ninguna.
Por encima de esta concentracion, la lisis celular se completé resultando en la muerte completa de las bacterias. Los
resultados mostrados en la figura 2 ilustran el efecto antimicrobiano de concentraciones variables de gel generador de
NO y la difusion resultante a través de la membrana de 10 ym Sympatex ™.
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Reivindicaciones

1. Un dispensador farmacéutico, que comprende:

una formulacion liquida que comprende una concentracion clinicamente eficaz de 6xido nitrico; o
medio para formar dicha formulacién liquida de una fuente de dxido nitrico; y

medio para formar una neblina nebulizada de dicha formulacién liquida, en donde la formulacién liquida es una solucién
acuosa, en donde la formulacion liquida contiene desde 10 a 40,000 partes por mil millones en peso de NO.

2. Un dispensador farmacéutico como se reivindica en la reivindicacién 1, en donde la formulacién liquida es para la
aplicacion a los pulmones.

3. Un dispensador farmacéutico como se reivindica en la reivindicaciéon 2, en donde la formulaciéon liquida
adicionalmente comprende una solucién reguladora quimica.

4. Un dispensador, como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende una fuente
de 6xido nitrico, para la generacion de la formulacion liquida en el dispensador.

5. Un dispensador como se reivindica en la reivindicacion 4, en donde la fuente de 6xido nitrico comprende una fuente
farmacologicamente aceptable de iones nitrito o un precursor de nitrito y un agente acidificante farmacolégicamente
aceptable.

6. Un dispensador como se reivindica en la reivindicacién 1, en donde la formulacién liquida contiene de 100 a 10,000
partes por mil millones en peso de NO.

7. Un dispensador como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la formulacion
liquida también comprende un componente farmacéuticamente activo adicional.

8. Un dispensador como se reivindica en la reivindicacion 7, en donde el componente farmacéuticamente activo
adicional comprende un corticosteroide, un surfactante, una hormona, un antibiético, un prostanoide, o un agente
citotoxico.

9. Un dispensador como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que esta adaptado para
facilitar la administracion oral de la formulacion liquida de éxido nitrico nebulizada.

10. El uso de o6xido nitrico en la preparacion de una composicién terapéutica para la administracion en forma
nebulizada, la dicha composicién que esta en la forma de una formulacién liquida que tiene una cantidad clinicamente
eficaz de 6xido nitrico disuelto y/o disperso en el mismo, en donde la formulacion liquida es una solucién acuosa y en
donde la formulacion liquida contiene de 10 a 40,000 ppb (partes por mil millones) en peso de NO.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la formulacion liquida contiene de 100 a 10,000 ppb de NO.

12. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en donde la composiciéon es una composicion
para el tratamiento de una enfermedad respiratoria, que es bronquiectasia, aspergilosis broncopulmonar alérgica,
Chlamydia pneumonia, enfermedad pulmonar obstructiva, Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae,
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, sindrome de dificultad respiratoria aguda, enfermedad pulmonar
ocupacional, enfermedad pulmonar alérgica, o alteracion de la funcidn respiratoria, bronquiolitis por RSV, precipitar las
exacerbaciones de asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), neumonia virica, neumonia, tuberculosis,
sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), lesién pulmonar aguda, insuficiencia respiratoria hipoxémica o asma.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la composicién es una composicion para el tratamiento anti-
microbiano.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la composiciéon es una composicion para vasodilatacion.
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