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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la reanimacion hipotensiva
Campo de la invencion

La presente invencion se dirige a métodos y composiciones para revertir puntos finales de choque mejorando el
gasto cardiaco, administrando el agente a, adrenérgico citrato de centaquina a un mamifero, incluyendo seres
humanos. El agente a, adrenérgico citrato de centaquina se administra a una dosis baja, y tipicamente junto con un
volumen bajo de liquido de reanimacién, como una solucién coloide, una solucion cristaloide, sangre, o un
componente sanguineo. La presente invencion también se dirige a centaquina y citrato de centaquina purificadas, y
sus métodos de preparacion.

Antecedentes de la invencion

El choque debido a hemorragia grave representa una gran proporcion de muertes postraumaticas durante las fases
tempranas de lesion (Wu, Dai et al., 2009). Una mayoria de muertes debidas a hemorragia se producen en las
primeras seis horas después de traumatismo (Shackford, Mackersie et al. 1993), pero muchas de estas muertes se
pueden prevenir (Acosta, Yang et al. 1998).

El choque va acomparfiado por insuficiencia circulatoria que es la principal causa de mortalidad y morbilidad.
Actualmente, la terapia de fluidos recomendada usa grandes volumenes de solucién de Ringer con lactato (RL), que
es eficaz en restablecer los parametros hemodinamicos, pero presenta limitaciones logisticas y fisioldgicas
(Vincenzi, Cepeda et al. 2009). Por ejemplo, la reanimacion usando un gran volumen de cristaloides, como RL, se ha
asociado con sindrome de compartimento abdominal secundario, edema pulmonar, disfunciéon cardiaca, e ileo
paralitico (Balogh, McKinley et al. 2003). Por tanto, existe una necesidad en la técnica para un agente de
reanimacion que mejore el tiempo de supervivencia, y se pueda usar con un pequefio volumen de liquido de
reanimacion, para reanimacion en choque hipovolémico.

La centaquina (2-[2-(4-(3-metilfenil)-1-piperacinil)-etil-quinolina) es un farmaco antihipertensivo que actua
centralmente. La estructura de la centaquina se determiné (Bajpai et al., 2000) y la conformacion de centaquina se
confirmo por difraccion de rayos X (Carpy y Saxena, 1991).

Estructura de centaquina (2-[2-(4-(3-metilfenil)-1-piperacinil)-etil]-quinolina) (como base libre)

Centaquina es un agente cardiovascular activo que produce un efecto inotrépico positivo y aumenta las
contracciones ventriculares de corazon de conejo aislado perfundido (Bhatnagar, Pande et al. 1985). La centaquina
no afecta las contracciones espontaneas de la auricula derecha de cobaya, pero potencia significativamente el
efecto inotrépico positivo de norepinefrina (NE) (Srimal, Mason et al. 1990). El efecto inotrépico positivo directo o
indirecto de centaquina puede producir un aumento del gasto cardiaco (GC). La centaquina produce una disminucion
en la presion arterial media (PAM) y la frecuencia cardiaca (FC) en ratas anestesiadas y gatos y ratas conscientes
con movimiento libre (Srimal, Gulati et al. 1990) debido a su actividad simpaticolitica central (Murti, Bhandari et al.
1989; Srimal, Gulati et al. 1990; Gulati, Hussain et al. 1991). Cuando se administré localmente en la arteria femoral
de un perro, la centaquina (10 y 20 pg) aumento el flujo de sangre, que era similar a lo observado con acetilcolina y
papaverina. Sin embargo, el efecto vasodilatador de centaquina no se pudo bloquear por atropina o dibenamina
(Srimal, Mason et al. 1990). El efecto vasodilatador directo o simpaticolitico central de centaquina es probable que
disminuya la resistencia vascular sistémica (RVS).

Se encontré que centaquina aumenta el efecto reanimador de la solucién salina hiperténica (SH) (Gulati, Lavhale et
al. 2012). La centaquina disminuyd significativamente el lactato en sangre y aumenta PAM, volumen sistdlico, y GC
comparado con la solucidon salina hiperténica sola. Se teoriza, pero no se depende de, que las acciones
cardiovasculares de la solucion salina hiperténica y centaquina estan mediadas a través del bulbo raquideo
ventrolateral en el cerebro (Gulati, Hussain et al. 1991; Cavun y Millington 2001) y la centaquina puede aumentar el
efecto de la solucion salina hiperténica.
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Un gran volumen de RL (es decir, aproximadamente tres veces el volumen de pérdida de sangre) es la terapia de
liquido de reanimacion mas comunmente usada (Chappell, Jacob et al. 2008), en parte porque RL no muestra los
efectos cardiovasculares centralmente mediados de la solucién salina hipertdnica. Se ha usado reanimacién con
gran volumen por personal médico de urgencias y cirujanos para revertir el choque hemorragico y restablecer la
perfusion de 6rgano final y oxigenacion de tejido. Sin embargo, ha habido un vigoroso debate con respecto a los
métodos optimos de reanimacioén (Santry y Alam 2010).

Varios documentos como US2012083447, Gulati et al. (2011 y 2012) discuten los efectos reanimadores en choque
de centaquina (base libre). Bajpai et al. (2000) en general se refieren a centaquina y analogos de la misma como
potentes agentes antihipertensivos que actuan centralmente. EI documento US3983121 divulga la sintesis de
sustancias farmacoldgicamente activas, viz. centaquina y analogos, entre otros, citrato de centaquina.

Compendio de la invencion

La presente invencion se dirige a composiciones para su uso en el tratamiento de choque hipotenso en mamiferos,
incluyendo seres humanos. Mas especificamente, la presente invencion proporciona la administracion del agente a»
adrenérgico citrato de centaquina en una dosis terapéuticamente eficaz para revertir puntos finales importantes de
choque y actuar como un agente de reanimacion eficaz.

También se divulgan en el presente documento métodos de tratamiento de enfermedades y afecciones en donde un
gasto cardiaco aumentado, oxigenacion de tejido aumentada, y perfusién de oxigeno aumentada proporcionan un
beneficio que comprende administrar una dosis baja del a, adrenérgico citrato de centaquina, solo o con un liquido
de reanimacion, tal como una solucién coloide, una solucion cristaloide, sangre o un componente sanguineo.

En auln otra forma de realizacion, el agente a» adrenérgico citrato de centaquina se administra con un liquido de
reanimacién administrado en una cantidad en volumen de hasta tres veces la cantidad en volumen de liquido
corporal, por ejemplo, sangre, plasma, electrolitos o agua. Mas preferiblemente, el liquido de reanimacion se
administra en una cantidad en volumen menor de y hasta la cantidad en volumen del liquido corporal perdido.

En otra forma de realizacion, el gasto cardiaco, oxigenacion de tejido, o perfusion de 6rgano en un mamifero se
mejora mediante la administracion de citrato de centaquina.

Se divulga ademas en el presente documento un método para proporcionar una centaquina purificada y un citrato de
centaquina purificado, y métodos de fabricacion de los mismos.

Aun otro aspecto de la presente invencién es proporcionar un articulo de fabricaciéon para uso farmacéutico humano
que comprende (a) un prospecto de envase, (b) un envase, y (c) una composicion embalada que comprende el
agente a» adrenérgico citrato de centaquina y, opcionalmente, un liquido de reanimacion embalado. El prospecto de
envase incluye instrucciones para el uso de citrato de centaquina en mejorar el gasto cardiaco, en un individuo que
padece choque segun la reivindicacion 1, tal como choque hipovolémico, sindrome de choque por dengue, y choque
séptico.

Estos y otros aspectos y formas de realizacion de la presente invencion seran aparentes de la siguiente descripcion
detallada de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1(a) y (b) son espectros de masa de alta resolucion de centaquina y citrato de centaquina,
respectivamente.

La figura 2 contiene graficos que muestran los efectos cardiovasculares de centaquina (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) y
citrato de centaquina dihidrato (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) sobre la presion arterial media en ratas anestesiadas con
uretano.

La figura 3 contiene graficos que muestran los efectos cardiovasculares de centaquina (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) y
citrato de centaquina dihidrato (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) sobre la presién diferencial en ratas anestesiadas con
uretano.

La figura 4 contiene graficos que muestran los efectos cardiovasculares de centaquina (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) y
citrato de centaquina dihidrato (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) sobre la frecuencia cardiaca en ratas anestesiadas con
uretano.

La figura 5 contiene graficos que muestran los efectos cardiovasculares de centaquina (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) y
citrato de centaquina dihidrato (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) sobre el gasto cardiaco en ratas anestesiadas con uretano.
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La figura 6 contiene graficos que muestran los efectos cardiovasculares de centaquina (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) y
citrato de centaquina dihidrato (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) sobre el volumen sistélico en ratas anestesiadas con
uretano.

La figura 7 contiene graficos que muestran los efectos cardiovasculares de centaquina (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) y
citrato de centaquina dihidrato (0,05, 0,15 y 0,45 mg/kg) sobre el trabajo sistélico en ratas anestesiadas con uretano.

La figura 8 contiene graficos que muestran el efecto de centaquina sobre el hematocrito sanguineo en ratas con
hemorragia.

La figura 9 contiene graficos que muestran el efecto de centaquina sobre el lactato en sangre y deficiencia de base
en ratas con hemorragia.

La figura 10 contiene graficos que muestran el efecto de centaquina sobre la presién arterial media y frecuencia
cardiaca en ratas con hemorragia.

La figura 11 contiene graficos que muestran el efecto de centaquina sobre el gasto cardiaco y el volumen sistélico en
ratas con hemorragia.

La figura 12 contiene graficos que muestran el efecto de centaquina sobre la resistencia vascular sistémica y trabajo
sistolico en ratas con hemorragia.

La figura 13 es una curva de supervivencia para los grupos de vehiculo y tratamiento en ratas con hemorragia.

La figura 14 contiene graficos de presion arterial media (mmHg) y frecuencia cardiaca (latidos por minuto) frente al
tiempo para ratas en choque endotoxico que muestran el efecto de la administracion de lipopolisacarido (LPS) con
vehiculo y con citrato de centaquina dihidrato (0,05 mg/kg).

Descripcion detallada de formas de realizacion preferidas

La presente invencion se dirige a la administracion del agente a, adrenérgico citrato de centaquina para el
tratamiento de una afeccion o enfermedad en donde un gasto cardiaco mejorado, una oxigenacion de tejido
mejorada, y perfusion de érgano mejorada proporcionan un beneficio.

Los métodos descritos en el presente documento se benefician del uso del a; adrenérgico citrato de centaquina. El
citrato de centaquina se puede administrar con un liquido de reanimacién, como una solucién coloide o una solucién
cristaloide, tipicamente usadas en el tratamiento de choque reanimador.

Para los fines de la invencion divulgada en el presente documento, el término “tratamiento” incluye disminuir, mejorar
o eliminar los puntos finales del choque y sintomas asociados. Como tal, el término “tratamiento” incluye
administracion terapéutica médica.

El término “envase” significa cualquier receptaculo y cierre para el mismo adecuado para almacenar, enviar,
dispensar y/o manejar un producto farmacéutico.

El término “prospecto” significa informacion que acompafia a un producto que proporciona una descripcién de cémo
administrar el producto, junto con los datos de seguridad y eficacia requeridos para permitir que el médico,
farmacéutico, y paciente tomen una decision informada respecto al uso del producto. El prospecto de envase
generalmente se considera como la “ficha técnica” para un producto farmacéutico.

El término “agente a, adrenérgico” significa un compuesto que estimula el sistema nervioso simpatico, por ejemplo,
que mimetiza los efectos de norepinefrina y epinefrina. Como se usa en el presente documento el término “agente a;
adrenérgico” es singular o plural. Los ejemplos no limitantes de agentes a, adrenérgicos incluyen, pero no estan
limitados a, centaquina, clonidina, guanfacina, guanabenz, guanoxabenz, guanetidina, xilacina, tizanidina, metildopa,
fadolmidina, amidefrina, amitraz, anisodamina, apraclonidina, brimonidina, cirazolina, detomidina, dexmedetomidina,
epinefrina, ergotamina, etilefrina, indanidina, lofexidina, medetomidina, mefentermina, metaraminol, metoxamina,
mivazerol, nafazolina, norepinefrina, norfenefrina, octopamina, oximetazolina, fenilpropanolamina, rilmenidina,
romifidina, sinefrina, talipexol, sales de los mismos, y mezclas de los mismos.

Segun la presente invencion, se realizaron pruebas para determinar el efecto reanimador de un agente a.
adrenérgico representativo, es decir, citrato de centaquina. Sin embargo, los expertos en la materia reconoceran que
los resultados presentados posteriormente para citrato de centaquina también serian demostrados otros agentes a.
adrenérgicos.

Puesto que la solucion salina hipertonica muestra efectos cardiovasculares, los ensayos se realizaron usando
solucion de Ringer con lactato (RL), que no muestra ningun efecto cardiovascular centralmente mediado. Este
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permite la determinacion de efectos cardiovasculares atribuibles a centaquina u otro agente a, adrenérgico solo.
Puesto que tipicamente se usa un gran volumen de RL en terapia liquida, el efecto reanimador de centaquina se
comparé a RL administrado a tres veces el volumen de pérdida de liquido, llamado en el presente documento “RL-
300”. Como también se usa en el presente documento, el término “RL-100" significa RL administrada a un volumen
menor de y hasta igualar el volumen pérdida de liquido.

En los estudios divulgados posteriormente, se usé un modelo en roedor de hemorragia a presion fija sin traumatismo
tisular. Este modelo limita factores que pueden influir la actividad de un farmaco que se investiga por primera vez
como un agente de reanimacion. Este modelo de hemorragia se hizo mas grave manteniendo la hipotension durante
30 minutos desde el inicio de la hemorragia para alcanzar una deficiencia de base mayor de -12 mEq/l (Gulati, Sen
et al. 1997). En esta situacion irreversible, los mecanismos compensatorios fallan (fase descompensatoria), y se
produce una disminucion tremenda en el flujo sanguineo a todos los érganos, causando hipoperfusién que produce
hipoxia tisular e insuficiencia de érganos finales (Gulati, Sen et al. 1997).

Se encontré que, en ratas control, RL-100 no era eficaz en mejorar el tiempo de supervivencia, revertir la deficiencia
de base, disminuir los niveles de lactato en sangre, o mejorar PAM o GC. Esto sugiere que hay deuda de oxigeno
persistente y reanimacion inadecuada con RL-100. Por otra parte, centaquina mejoro todos estos parametros y fue
un agente de reanimacion eficaz. Estos resultados apoyan la observacion de que centaquina mejor6 el efecto
reanimador de la solucidon salina hipertonica (Gulati, Lavhale et al. 2012). Se ha postulado que algunos de los
efectos cardiovasculares de la solucion salina hipertonica estan mediados a través del sistema nervioso central
(SNC) y la centaquina aumenta estos efectos (Gulati, Lavhale et al. 2012). En el presente estudio, se us6 RL, que no
se sabe que tenga un efecto reanimador mediado por el SNC, y centaquina siguié siendo un agente de reanimacion
eficaz, indicando de esta manera que su efecto reanimador puede no estar enteramente mediado a través del SNC.

Centaquina se desarrollé en la década de 1970 como un farmaco antihipertensivo que actia centralmente. Sin
embargo, debido a una corta duracion de accion, el desarrollo del farmaco se pard después de estudios en fase
clinica I. La farmacologia de centaquina es Unica porque tiene accion inotrépica positiva (Srimal, Mason et al. 1990)
y accién simpaticolitica (Srimal, Gulati et al. 1990; Srimal, Mason et al. 1990; Gulati, Hussain et al. 1991). Esta
accion inotropica positiva aumenta el GC y PAM, mientras que la accion simpaticolitica produce vasodilatacion y una
disminucion en PAM.

Se ha encontrado ahora que centaquina es un agente de reanimacion eficaz que tiene una dosis eficaz para
reanimacion en ordenes de magnitud menores (por ejemplo, aproximadamente 0,001 mg/kg) que la dosis
hipotensiva eficaz (0,45 mg/kg). En particular, experimentos iniciales en ratas con hemorragia con dosis de 0,45
mg/kg de centaquina no produjeron ningun aumento en la PAM de ratas con hemorragia, pero produjeron una
disminucion en la FC, un aumento en el GC, y una disminucion en la RVS. De estos resultados, la accion
simpaticolitica de centaquina a dosis mayores era mas prominente comprada con la observada con dosis menores.
Se teoriza, pero no se depende de, que una dosis menor de centaquina no fue capaz de alcanzar el sistema
nervioso central en cantidad suficiente para hipotensiéon observable. Por tanto, es el efecto inotropico positivo
periférico que dominaba y producia un aumento en la PAM con las bajas dosis usadas para la reanimacion de ratas
con hemorragia.

La administracién de centaquina disuelta en RL-100, que es un tercio el volumen de RL-300, mostré que centaquina
era un agente de reanimacion mas eficaz porque mejor6 significativamente el GC y la supervivencia de ratas
comparado con RL-300. Ademas, se ha mostrado en modelos animales que la administraciéon de liquido agresiva
aumenta la hemorragia debido a presién arterial aumentada, dilucion de los factores de coagulacion, y disminucion
en la viscosidad de la sangre (Kowalenko, Stern et al. 1992; Bickell, Wall et al. 1994). Se ha propuesto que si se
realizaba la “reanimacion hipotensiva” (es decir, aumento moderado en la PAM) usando un pequefio volumen de
liquido de reanimacion, la posibilidad de retirar el coagulo formado, acidosis, hipotermia y coagulopatia era menory
podria prevenir el empeoramiento de la hemorragia (Watts, Trask et al. 1998; Engstrom, Schott et al. 2006; Kauvar,
Lefering et al. 2006; Martini y Holcomb 2007; Morrison, Carrick et al. 2011). Puesto que se us6 centaquina en un
tercio del volumen comparado con RL-300 y un aumento en la PAM (aproximadamente de 20 a 25 mmHg) después
de la reanimacion era moderado, la pérdida de sangre adicional debe ser minima cuando la reanimacion se realiza
con centaquina comparada con RL-300 de alto volumen solo.

El mecanismo de accién exacto de centaquina no se conoce. Sin embargo, estudios iniciales mostraron que
centaquina (0,1, 1,0 y 10,0 pg/ml) producia un aumento inicial, seguido por una disminucion, de liberacion
espontanea de norepinefrina e inhibia la liberacion de norepinefrina provocada por cloruro de potasio y cloruro de
dimetilfenilpiperacinio (Bhatnagar, Pande et al. 1985). Por tanto, una disminucion en la liberacion de norepinefrina
puede producir un aumento en la densidad de receptores a-adrenérgicos, que puede haber mejorado la sensibilidad
celular. La contraccion espontanea de la auricula derecha de cobaya no estaba afectada por centaquina hasta una
concentracion de 2 pg/ml, pero centaquina significativamente potenciaba el efecto inotropico positivo de
norepinefrina (Srimal, Mason et al. 1990). La centaquina produjo un marcado aumento en el GC de ratas con
hemorragia en el presente estudio. En las fases terminales de choque hemorragico, la pérdida progresiva de sangre
produce una serie compleja de respuestas autdbnomas que incluyen un aumento inicial en impulso simpatico que
produce un aumento global en la resistencia periférica total. Sin embargo, después de la pérdida de
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aproximadamente el 20 al 30% de volumen de sangre, la actividad simpatica disminuye rapidamente produciendo
bradicardia, disminucion en resistencia e hipotension (Barcroft y Edholm 1945; Schadt y Lusbrook 1991). La
centaquina también tiene actividad simpaticolitica central (Murti, Bhandari et al. 1989; Srimal, Gulati et al. 1990) que
puede reducir la vasoconstriccion causada por un aumento inicial en impulso simpatico después del choque
hemorragico. El patron hemodinamico solo puede no explicar enteramente las acciones de centaquina, y factores
adicionales pueden contribuir hacia sus efectos reanimadores.

En conclusion, los ensayos descritos posteriormente muestran que centaquina y sus sales, en dosis bajas,
mejoraron significativamente el GC, disminuyeron los niveles de lactato en sangre, y aumentaron los tiempos de
supervivencia en ratas con hemorragia y son farmacos utiles en urgencias.

En otro estudio, se determind el efecto de reanimacion de centaquina en la cantidad de norepinefrina (NE) requerida
para mantener la presion arterial media (PAM) y el tiempo en el que la PAM vuelve a caer a 35 mmHg en ratas con
hemorragia. Se anestesiaron ratas adultas macho con uretano y se colocé un catéter de presion SPR-320 en la
arteria femoral, y se colocd un catéter de presion y volumen SPR-869 en el ventriculo izquierdo. Se indujo la
hemorragia sacando sangre y la PAM se mantuvo a 35 mmHg durante 30 minutos seguido por reanimacion.

Se realizaron dos conjuntos de experimentos. Primero, se determind la cantidad de NE requerida para mantener la
PAM a 70 mmHg en ratas tratadas con solucién salina normal (SN) o centaquina (0,05 mg/kg) (volumen igual a la
pérdida de sangre). Segundo, se determiné el tiempo en el que la PAM volvié a caer a 35 mmHg en ratas tratadas
con solucion salina hipertonica al 3% (SH) o centaquina (0,05 mg/kg) (volumen un quinto de la pérdida de sangre).
El hematocrito sanguineo disminuy6 después de la hemorragia y era similar en todos los grupos. El lactato en
sangre fue 4,10 £ 1,02 mmol/l en SN comparado con 1,65 + 0,23 mmol/l en centaquina (P=0,041), 60 minutos
después de la reanimacion. La cantidad de NE necesaria en cada rata para mantener la PAM a 70 mmHg fue 175 ug
en SN y 17,5 pg en el grupo de centaquina durante los primeros 60 minutos de reanimacion. En un segundo
conjunto de experimentos, se reanimaron ratas con hemorragia con SH o centaquina (un quinto del volumen de
pérdida de sangre). En las ratas tratadas con centaquina, el lactato en sangre fue el 44% menor comparado con
solucion salina hiperténica, y el tiempo en el que la PAM volvié a caer a 35 mmHg fue 387 min en solucién salina
hiperténica comparado con 148+15 min en ratas tratadas con centaquina (P=0,0006). Esto fue seguido por
transfusion de sangre (un quinto del volumen de pérdida de sangre), en donde las ratas tratadas con solucién salina
hipertonica sobrevivieron durante 53+7 min comprado con 7848 min en el grupo de centaquina (P=0,046). Por tanto,
centaquina es un agente de reanimacion muy eficaz que disminuye el requisito de NE en ratas con hemorragia,
posiblemente debido a sensibilidad vascular mejorada. Centaquina, con un volumen bajo de liquido de reanimacion,
mantuvo la PAM de ratas con hemorragia durante un tiempo considerablemente largo y mejoré el tiempo de
supervivencia de las ratas.

También se encontré que la centaquina aumentaba la expresion de los receptores de endotelina A (ETa) en los
vasos sanguineos después de la administracion intravenosa en ratas. La endotelina-1 (ET-1) aumenta la reactividad
vascular de receptores adrenérgicos actuando sobre los receptores ETa (Tabuchi, Nakamaru et al. 1989; Gulati
1992; Gulati y Srimal 1993; Henrion y Laher 1993; Gulati y Rebello 1994; Sharma y Gulati 1995; Gondre y Christ
1998). Por tanto, la centaquina puede tener un papel complementario en el efecto reanimador mejorando la
sensibilidad vascular en la reanimacion de choque hemorragico. El efecto reanimador de centaquina se determind
afadiendo centaquina a solucion de Ringer con lactato o salina hiperténica en ratas con choque hemorragico. Se
anestesiaron ratas con uretano. La vena femoral se canulé para la administracion de farmacos y la arteria femoral se
canulo para medir la presion arterial media (PAM). Se coloco un catéter de presion y volumen calibrado (SPR-869)
en el ventriculo izquierdo a través de la arteria carotida derecha. La inducciéon de choque hemorragico se inicié
sacando sangre para mantener la PAM entre 35 y 40 mmHg durante 30 minutos. Los animales se dividieron en
cuatro grupos: Grupo |, solucién de Ringer con lactato, volumen igual al volumen de sangre perdida (SBV); Grupo I,
solucion de Ringer con lactato, volumen igual a SBV mas centaquina 0,05 mg/kg; Grupo lll, soluciéon salina
hipertonica al 3% (SH), volumen igual a SBV; Grupo IV, solucién salina hiperténica al 3%, volumen igual a SBV mas
centaquina 0,05 mg/kg: los datos a los 30 minutos después de SH y 60 minutos después de la reanimacion se
resumen en la tabla siguiente:

Grupo | (RL Grupo Il (RL + Grupo Il Grupo IV (Solucion
Tiempo solo) centaquina) (Solucién salina salina hiperténica
P hiperténica al 3%) | al 3% +
centaquina)

Lactato en Choque 7,240,7 7,120,4 7,4+0,4 7,3+0,4
sangre (mmol/l) hemorragico

Reanimacion 10,2+0,6 4,140,3 3,4+0,5 2,0+0,3
Presion arterial Ehoq“e, : 34,032 34,137 35,333 36,143,9
media (mmHg) emorragico

Reanimacion 24,2435 53,9442 35,1+4,5 60,1+4,1
Gasto cardiaco | Choque 29,0456 27,4451 39,744 36,414,5
(ml/min) hemorragico
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Reanimacién | 20,7%6,0 76,8+0,6 96,2+4.,9 116,8+4,5
Resistencia Choque 0,001+0,0001 | 0,001£0,00006 | 0,0008+0,0001 0,0009+0,00002
vascular hemorragico
sistemica Reanimacién | 0,001£0,0001 | 0,0007+0,00007 | 0,00030,0001 0,0005+0,00002
(mmHg/ul/min)
Tiempo de
supervivencia 7819 387138 144422 326155
(min)

Los datos en la tabla anterior muestran que la supervivencia mejoro6 significativamente (p=<0,001) con la adicion de
centaquina al liquido de reanimacion, ya sea RL o solucioén salina hipertdnica. Similarmente el lactato en sangre era
significativamente menor cuando se afiadié centaquina al liquido de reanimacion. Los resultados muestran que la
adicién de centaquina a un liquido de reanimacion mejora las funciones cardiovasculares y la supervivencia.

Como se ha demostrado anteriormente, la centaquina mejora el gasto cardiaco, oxigenacion de tejidos, y perfusion
de organos, y es util en el tratamiento de enfermedades y afecciones en las que tales mejoras son necesarias,
incluyendo choque hemorragico. Estos beneficios proporcionados por centaquina se atribuyen a su actividad como
un agente a, adrenérgico, y segun esto, se espera asimismo que otros agentes a, adrenérgicos conocidos
proporcionen los resultados beneficiosos.

Por tanto, aunque los datos anteriores se presentan para un agente a, adrenérgico especifico, los métodos de la
presente invencion también se pueden lograr por la administracion de un agente a; adrenérgico seleccionado del
grupo que consiste en centaquina, clonidina, guanfacina, guanabenz, guanoxabenz, guanetidina, xilacina, tizanidina,
metildopa, fadolmidina, amidefrina, amitraz, anisodamina, apraclonidina, brimonidina, cirazolina, detomidina,
dexmedetomidina, epinefrina, ergotamina, etilefrina, indanidina, lofexidina, medetomidina, mefentermina,
metaraminol, metoxamina, mivazerol, nafazolina, norepinefrina, norfenefrina, octopamina, oximetazolina,
fenilpropanolamina, rilmenidina, romifidina, sinefrina, talipexol, sales de los mismos, y mezclas de los mismos.

Ademas de los agentes a; adrenérgicos divulgados en el presente documento, también se pueden usar sales de los
agentes a, adrenérgicos en el método presente. Los ejemplos de sales adecuadas incluyen, pero no estan limitados
a, sales de adicién acida formadas con acidos inorganicos tal como nitrico, bérico, clorhidrico, bromhidrico, sulfurico
y fosférico, y acidos organicos tal como oxalico, maleico, succinico, tartarico y citrico. Los ejemplos no limitantes de
agentes ay adrenérgicos incluyen, pero no estan limitados a, las sales clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, sulfato,
bisulfato, 2-hidroxietansulfonato, fosfato, hidrogenofosfato, acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bisulfato,
butirato, canforato, canforsulfonato, digluconato, glicerolfosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, formiato,
succinato, fumarato, maleato, ascorbato, isetionato, salicilato, metanosulfonato, mesitilensulfonato, naftilensulfonato,
nicotinato, 2-naftalenosulfonato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilproprionato, picrato, pivalato,
propionato, tricloroacetato, trifluoroacetato, fosfato, glutamato, bicarbonato, undecanoato, lactato, citrato, tartrato,
gluconato, metanosulfonato, etanodisulfonato, benceno sulfonato, y p-toluenosulfonato.

Las sales preferidas son sales de acidos organicos, tal como citrato, tartrato, malato, succinato, oxalato, fumarato,
maleato, ascorbato, lactato, gluconato, digluconato y aspartato, por ejemplo. Una sal mas preferida es una sal
citrato, una sal lactato o una sal tartrato.

Como se ha demostrado anteriormente, centaquina se administra a una dosis baja para alcanzar los beneficios de
los presentes métodos. Por tanto, se administra centaquina, como base libre, en una cantidad de 0,001 a menos de
0,05 mg por kg de peso del individuo que se trata (mg/kg), preferiblemente de aproximadamente 0,003 a
aproximadamente 0,04 mg/kg, y mas preferiblemente de aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,03 mg/kg.

Mas particularmente, se administra centaquina, como la base libre, de dosis en mg/kg de 0,001, 0,002, 0,003, 0,004,
0,005, 0,006, 0,007, 0,008, 0,009, 0,010, 0,011, 0,012, 0,013, 0,014, 0,015, 0,016, 0,017, 0,018, 0,019, 0,020, 0,021,
0,022, 0,023, 0,024, 0,025, 0,026, 0,027, 0,028, 0,029, 0,030, 0,031, 0,032, 0,033, 0,034, 0,035, 0,036, 0,037, 0,038,
0,039, 0,040, 0,041, 0,042, 0,043, 0,044, 0,045, 0,046, 0,047, 0,048, o 0,049, y todos los intervalos y subintervalos
en los mismos.

Como se demuestra posteriormente, centaquina también se puede administrar en forma de sal, por ejemplo, citrato
de centaquina, para alcanzar los beneficios de los presentes métodos. Se administra citrato de centaquina en una
cantidad de aproximadamente 0,0001 a aproximadamente 1,5 mg/kg, preferiblemente de aproximadamente 0,0002 a
aproximadamente 0,8 mg/kg, y mas preferiblemente desde aproximadamente 0,0004 a aproximadamente 0,5 mg/kg.
Mas particularmente, se puede administrar citrato de centaquina a dosis en mg/kg (como citrato de centaquina) de
0,001, 0,002, 0,003, 0,004, 0,005, 0,006, 0,007, 0,008, 0,009, 0,010, 0,011, 0,012, 0,013, 0,014, 0,015, 0,016, 0,017,
0,018, 0,019, 0,020, 0,021, 0,022, 0,023, 0,024, 0,025, 0,026, 0,027, 0,028, 0,029, 0,030, 0,031, 0,032, 0,033, 0,034,
0,035, 0,036, 0,037, 0,038, 0,039, 0,040, 0,041, 0,042, 0,043, 0,044, 0,045, 0,046, 0,047, 0,048, 0,049, 0,05, 0,051,
0,052, 0,053, 0,054, 0,055, 0,06, 0,065, 0,07, 0,075, 0,08, 0,085, 0,09, 0,095, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4,
0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 0 1,5, y todos los intervalos y
subintervalos en los mismos.
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Basado en el peso molecular de centaquina (base libre) (MW-332) y citrato de centaquina (MW-523), para idénticas
dosis de centaquina (como base libre) y citrato de centaquina, el citrato de centaquina proporciona solo el 63,5% de
centaquina base libre comparado con la dosis de centaquina base libre, por ejemplo, una dosis de 0,05 mg de citrato
de centaquina contiene 0,0318 mg de centaquina (como base libre). Similarmente, una dosis de citrato de
centaquina dihidrato (MW-559) proporciona el 59,4% de centaquina (base libre) de la dosis como centaquina (como
base libre), es decir, una dosis de 0,0005 mg de citrato de centaquina dihidrato contiene 0,030 mg de centaquina
(como base libre). Sorprendentemente, y como se demuestra posteriormente, a la misma dosis en mg/kg citrato de
centaquina y citrato de centaquina dihidrato proporcionan mayores efectos cardiovasculares que centaquina base

libre.
(:(i/\
~
N N/\ Os__OH
HO OH

2 H,0
Estructura de citrato de centaquina dihidrato

El agente a, adrenérgico tipicamente se coadmisnitra con un liquido de reanimacién. El liquido de reanimacion
puede ser una solucion coloide, una solucion cristaloide, sangre, un componente sanguineo o un sustituto de
sangre. Los ejemplos no limitantes de soluciones coloides y soluciones cristaloides son lactato de Ringer, solucion
salina, solucion salina hiperténica, una solucién de albumina, una solucién de dextrano, una solucion de
hidroxietilalmidon, una solucion de gelatina y una soluciéon de almidén. Los ejemplos de un componente sanguineo
son plasma, glébulos rojos, glébulos blancos, plaquetas, factores de coagulacion, proteinas, y hormonas. El sustituto
de sangre puede ser un sustituto de sangre basado en hemoglobina o un sustituto basado en perfluorocarbono.

El liquido de reanimacion se puede administrar en una cantidad en volumen de hasta tres veces la cantidad en
volumen de liquido, por ejemplo, sangre, plasma, agua, perdida por un individuo. En formas de realizacion
preferidas, el liquido de reanimacion se administra en una cantidad en volumen menor de y hasta la cantidad en
volumen de liquido perdido por el individuo, por ejemplo, una cantidad en volumen del 5%, preferiblemente del 10%
o el 20%, y hasta el 100% de la cantidad en volumen de liquido perdido.

Segun formas de realizacion preferidas de la invencion, el agente a, adrenérgico administrado a un individuo es
centaquina o citrato de centaquina. En formas de realizacion mas preferidas, la centaquina es una centaquina
purificada que tiene un punto de fusién de 94 + 2°C o un citrato de centaquina purificado que tiene un punto de
fusion de 94 + 2°C. También se puede administrar un hidrato de citrato de centaquina, por ejemplo, un 0,5 hidrato,
0,7 hidrato, monohidrato o dihidrato.

Método mejorado para preparar y purificar centaquina y citrato de centaquina

Sintesis de centaquina

/
TR VAR @ EtOH, AcOH S
I i N B
| TN NN/ o 15241 7 N
N
N
1 2 Centaquina (3) \Ti/\

/

La sintesis de centaquina fue descrita por Murthi y colaboradores (Murthi et al. patente en EE UU No. 3.983.121;
Murti, Bhandari et al. 1989). En un procedimiento, los reactivos 1 y 2 se agitaron a reflujo durante 15 horas. El
producto resultante se purificé por evaporaciéon de los solventes para obtener un aceite, que se calenté al vacio
(100°C, 1 mm Hg). El residuo resultante se recristalizé de éter-éter de petréleo para obtener el producto final
centaquina 3. El punto de fusion descrito para centaquina era 76-77°C. En una publicacion posterior (Murti, Bhandari
et al. 1989), la mezcla de reaccion se concentré después de 24 horas de reflujo, se diluy6é con agua, y se basificd
con NaOH acuoso. La mezcla basica se extrajo con acetato de etilo y los extractos de acetato de etilo se secaron
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sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporaron al vacio para dar centaquina que se cristalizé de hexano. El punto de
fusion para centaquina (base libre) obtenida en este procedimiento fue 82°C. El producto obtenido usando cualquier
método de purificacion es tostado claro de color, que es indicativo de pequeinas cantidades de impurezas que no se
eliminaron por completo usando los métodos de purificacion previamente descritos.

Se encontré un método de purificacion mejorado. Segun el método mejorado, los reactivos 1 y 2 se agitaron a
reflujo durante 24 horas. Los solventes se evaporaron al vacio y la mezcla resultante se diluyd con agua y se
basificé (NaOH al 10%). La mezcla basica se extrajo con acetato de etilo y los extractos de acetato de etilo
combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporaron al vacio para obtener un residuo, que se
purificé adicionalmente con cromatografia en columna (SiO2, acetato de etilo). El producto resultante se puede
decolorar usando carbono activo o directamente cristalizar de hexano caliente para dar centaquina pura. El producto
resultante es un solido cristalino blanquecino que tiene un punto de fusién de 94-95°C (base libre). El producto se
caracterizd usando RMN de protén, espectro de masas, y analisis elemental e indicaba alta pureza y calidad
superior.

Sintesis y caracterizacién de centaquina (base libre): Una mezcla de 2-vinilquinolina (1) (5,0 g, 32,2 mmol, 98,5%) y
1-(3-metilfenil)piperacina (2) (5,68 g, 32,2 mmol, 99,0%) en alcohol etilico absoluto (150 ml) y acido acético glacial
(3,5 ml) se agitd a reflujo durante 24 horas en un matraz de fondo redondo. La mezcla de reaccién se concentré al
vacio, se diluy6 con agua (150 ml) y se traté con NaOH al 10% (150 ml). El residuo se extrajo con acetato de etilo (4
x 125 ml), se secé con Na;SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida para dar un producto crudo que se purificd
por cromatografia en columna usando gel de silice (malla 100-200) con acetato de etilo como eluyente. El
compuesto resultante se recristalizé de hexano caliente y se filtrd, para dar centaquina como un soélido cristalino
blanquecino (7,75 g, 23,4 mmol, rendimiento del 73%). pf 94-95°C; R 0,30 (acetato de etilo al 100%); "H RMN (300
MHz, CDCls): & 8,07 (t, J=7,5Hz, 2 H), 7,78 (d, J= 7,8 Hz, 1 H), 7,70 (t, J= 7,8 Hz, 1 H), 7,50 (t, J= 7,5 Hz, 1 H), 7,36
(d, J=8,4 Hz, 1 H), 7,16 (t, J= 7,5 Hz, 1 H), 6,77-6,74 (m, 2 H), 6,69 (d, J= 7,2 Hz, 1 H), 3,26-3,21 (m, 6 H), 2,97-2,92
(m, 2 H), 2,76-2,73 (m, 4 H), 2,32 (s, 3 H); HRMS (ESI) m/z 332,2121 [M+1]" (calculada para Ca2H26N3 332,2122);
Anal. (C22H25N3) C, H, N.

Preparacion de citrato de centaquina: Ser traté centaquina (base libre) (5,62 g, 16,98 mmol) con acido citrico (3,26 g,
16,98 mmol) en un solvente adecuado y se convirtio a la sal citrato obtenida como un sélido blanquecino (7,96 g,
15,2 mmol, 90%); p.f. 94-96°C; Anal. (C2sH33N307:2H,0) C, H, N.

Las figuras 1(a) y 1(b) son analisis espectrales de masa de alta resoluciéon de centaquina base libre (Fig. 1(a)) y
citrato de centaquina (Fig. 1(b)). Se analizaron muestras de los compuestos después de ionizacion usando
ionizacion de electroespray (ESI).

Para centaquina base libre en la figura 1(a), se observé un pico base [M+1]" a m/z 332,2141 (teoria: 332,2121)
consistente con la composicion elemental de centaquina protonada (Ca2H26Ns3).

Para citrato de centaquina en la figura 1(b), el espectro de masas era idéntico al espectro de masa obtenido para la
base libre. Se observé un pico base [M+1]" a m/z 332,2141 (teoria: 332,2121), que corresponde con la composicién
elemental de centaquina protonada (C22H2sN3). Este resultado es tipico de sales de bases organicas para dar [M+1]"
de la base libre como se observa aqui con citrato de centaquina.

La espectrometria de masas es uno de los métodos analiticos mas sensibles, y el examen de los espectros de masa
de la figura 1 indica que las muestras carecen de cualquier pico extrafio y son de pureza homogénea (>99,5).

Las figuras adjuntas ilustran la eficacia de centaquina y citrato de centaquina en el tratamiento de enfermedades y
afecciones donde una mejora en el gasto cardiaco, oxigenacion de tejidos y perfusion de oxigeno proporciona un
beneficio, es decir, en revertir los puntos finales de choque. En las siguientes figuras, la cantidad de farmaco
dosificada es centaquina (como base libre) y citrato de centaquina (como citrato). Como se ha discutido
anteriormente, la cantidad de centaquina (como base libre) en una dosis de citrato de centaquina es solo el 63,5%
de la cantidad de centaquina en la misma dosis de centaquina como base libre, es decir, una dosis de 5 mg de
centaquina como base libre es una dosis de 5 mg de centaquina base libre, mientras que una dosis de 5 mg de
citrato de centaquina es equivalente a una dosis de 3,1 mg de centaquina como base libre. Similarmente, una dosis
de 5 mg de citrato de centaquina dihidrato es equivalente a una dosis de 3,0 mg de centaquina (base libre), es decir,
el 59,4%.

Como se demuestra en las figuras adjuntas, una dosis en mg/kg de citrato de centaquina supera mucho la misma
dosis en mg/kg de centaquina, aunque la dosis de citrato de centaquina proporciona solo el 63% de centaquina base
libre que la dosis de centaquina base libre. Este resultado inesperado e impredecible se muestra en las figuras 2 a 7.

Las figuras 2 a 7 contienen graficos de varios efectos cardiovasculares demostrados por centaquina y citrato de
centaquina a lo largo del tiempo. En estos graficos, centaquina se prueba como la base libre en cantidades de 0,05,
0,15 y 0,45 mg/kg. Similarmente, el citrato de centaquina dihidrato se prueba en cantidades de 0,05, 0,15 y 0,45
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mg/kg. Estas cantidades de citrato de centaquina son equivalentes a 0,030, 0,089 y 0,267 mg/kg de centaquina
como base libre.

Las figuras 2 a 7 muestran que centaquina y citrato de centaquina proporcionan efectos cardiovasculares positivos
de presion sanguinea media, presion diferencial, frecuencia cardiaca, gasto cardiaco, volumen sistdlico, y trabajo
sistdlico en ratas anestesiadas con uretano durante un periodo de tiempo de 60 minutos. Sorprendentemente, el
citrato de centaquina, a una cantidad de centaquina base libre sustancialmente menor que una cantidad de
centaquina base libre administrada, superé sustancialmente centaquina base libre con respecto a efectos
cardiovasculares.

La figura 8 muestra el efecto de centaquina (base libre) sobre el hematocrito sanguineo en ratas con hemorragia. Un
grupo de referencia de ratas se canuld, pero sin hemorragia. Un grupo de vehiculo recibio solucion salina
hipertonica. Los grupos de tratamiento recibieron centaquina (base libre) (0,006, 0,017 o 0,05 mg/kg) en solucion
salina hiperténica. Los valores se expresan como media + E.E.M con n=6 ratas en cada grupo. Los datos en la figura
8, y en las siguientes figuras 9-13, muestran que dosis muy bajas de centaquina (base libre) tienen un efecto positivo
sobre efectos cardiovasculares.

Las figuras 9-12 muestran el efecto de centaquina en el lactato en sangre y deficiencia de base en ratas con
hemorragia (figura 9); en presion arterial media y frecuencia cardiaca (figura 10); en gasto cardiaco y volumen
sistolico (figura 11); y en resistencia vascular sistémica y trabajo sistélico (figura 12). Como las pruebas de la figura
8, un grupo de referencia de ratas se canuld pero sin hemorragia, un grupo de vehiculo recibid solucion salina
hiperténica, y los grupos de tratamiento recibieron centaquina base libre (0,006, 0,017 o 0,05 mg/kg) en solucién
salina hipertdnica. Los valores se expresan como media + E.E.M con n=6 ratas en cada grupo. *p<0,05 comparado
al basal, #p<0,05 comparado con hemorragia, Ap<0,05 comparado con el grupo tratado con vehiculo.

Tales efectos cardiovasculares positivos hacen de centaquina un agente de reanimacion excelente para revertir los
puntos finales del choque. De forma importante, mediante la administraciéon de centaquina, citrato de centaquina o
hidrato del mismo, u otro agente a, adrenérgico o sal del mismo, la cantidad en volumen de un liquido de
reanimacion se puede reducir, por ejemplo, uso de RL-100 en oposicion a RL-300, que elimina los efectos adversos
atribuidos a usar un alto volumen de liquido de reanimacion.

La figura 13 es un grafico de la fraccion de supervivencia frente al tiempo para grupos de ratas con hemorragia. El
grupo de referencia de ratas se canul6 pero sin hemorragia. El grupo de vehiculo recibio solucion salina hiperténica,
mientras que los grupos de tratamiento recibieron centaquina (base libre) (0,006, 0,017 o 0,05 mg/kg) en solucion
salina hiperténica.

Métodos de tratamiento

Chogue hipovolémico

El choque hipovolémico produce una reduccién del volumen de sangre o liquido, que se puede atribuir a pérdida de
sangre (interna y externa), deshidratacion, diarrea, quemaduras, y vomitos, por ejemplo. El choque hipovolémico
esta causado por la pérdida tanto de volumen de sangre circulante como de capacidad portadora de oxigeno. El
choque debido a hemorragia grave representa una gran parte de las muertes postraumaticas, y es un factor
causante principal en casi la mitad de las muertes en el campo de batalla (Wu, Dai et al. 2009). La mayoria de las
muertes debidas a hemorragia se producen en las primeras seis horas después del traumatismo (Shackford,
Mackersie et al. 1993) y muchas de estas muertes se pueden prevenir (Bellamy 1984; Acosta Yang et al. 1998).

El choque hemorragico es un estado grave que resulta de excesiva pérdida de sangre y perfusién de oxigeno
inadecuada, que no consigue sostener las necesidades fisiologicas de tejidos de 6rganos y puede producir
inestabilidad hemodinamica. En choque, la pérdida de sangre supera la capacidad del cuerpo para compensar y
proporcionar perfusion y oxigenacion a tejidos adecuadas. En las fases iniciales de hipovolemia, los mecanismos
compensatorios fisiolégicos redistribuyen el gasto cardiaco y el volumen de sangre. El corazén desempefia un papel
critico en compensar para pérdidas en choque temprano, y las respuestas se asocian con taquicardia refleja y
volumen sistélico aumentado. Hay intensa vasoconstriccion en la piel, midsculo esquelético, y circulacion esplacnica.
Las circulaciones coronaria, renal y cerebral no experimentan un aumento en resistencia vascular en choque
temprano. Por tanto, el gasto cardiaco se desvia a 6rganos vitales en las fases iniciales del choque.

En una fase posterior, el choque esta acompafiado por insuficiencia circulatoria que es principalmente responsable
de mortalidad y morbilidad. Por tanto, es imperativo que los pacientes hemodinamicamente inestables reciban
asistencia y reanimacion. El choque desencadena multiples mecanismos compensatorios para conservar la
oxigenacion y flujo sanguineo a tejidos, tal como activacion del sistema nervioso simpatico, alteracion en funciones
cardiacas, cambios hormonales, volumen renal, y desequilibrio de electrolitos (Heslop, Keay et al. 2002; Liu, Ward et
al. 2003; Hardy, de Moerloose et al. 2006; Pfeifer, Kobbe et al. 2011).
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Los pacientes con hemorragia se reaniman con liquidos cristaloides intravenosos para restablecer la distribucion de
oxigeno. Sin embargo, los pacientes pueden desarrollar pérdida irreversible de perfusién del lecho capilar,
coagulopatia, hipotermia, acidosis, supresion inmunitaria, inflamacion sistémica, agresion oxidativa, insuficiencia de
multiples érganos, y muerte (Bickell, Bruttig et al. 1991; Rhee, Burris et al. 1998; Heslop, Keay et al. 2002; Liu, Ward
et al. 2003; Dubick, Bruttig et al. 2006; Hardy, de Moerloose et al. 2006; Alam y Rhee 2007; Pfeifer, Kobbe et al.
2011).

La reanimacién con una solucion cristaloide, una solucion coloide, o gldbulos rojos empaquetados diluye los factores
de coagulacion del plasma y exacerba la hemorragia (Hardy, de Moerloose et al. 2006; Malone, Hess et al. 2006).
Las dos soluciones cristaloides isotonicas mas comunmente usadas en departamentos de urgencia y marcos
prehospitalarios son la solucion de Ringer con lactato (RL) y solucion salina normal (SN). Estos liquidos poseen
extremos de pH tan bajos como 4,5 para SN y 6,0 para RL. Usar grandes cantidades de SN en pacientes con
traumatismo con choque contribuye a la acidosis metabdlica que puede empeorar la coagulopatia (Ho, Karmakar et
al. 2001) produciendo hemorragia adicional, que necesita reanimacion con liquido adicional que contribuye a
coagulopatia mas profunda debido a hemodilucion e hipotermia. El choque hemorragico y la reanimacion también se
asocian con el desarrollo de inflamacion, agresion oxidativa, y apoptosis que producen insuficiencia de multiples
organos y muerte (Ganster, Burban et al. 2010; Hsia y Ma 2011; Zacharias, Sailhamer et al. 2011).

La terapia de liquidos actual recomendada de usar grandes volimenes de RL es eficaz en restablecer los
parametros hemodinamicos, pero presenta limitaciones logisticas vy fisiologicas (Vincenzi, Cepeda et al. 2009). La
reanimacion con un gran volumen de cristaloides se ha asociado con sindrome de compartimento abdominal
secundario, edema pulmonar, disfuncién cardiaca, e ileo paralitico (Balogh, McKinley et al. 2003). Se ha propuesto
incluso que RL puede ser perjudicial en pacientes con hemorragia incontrolada (Bickell, Bruttig et al. 1991; Bickell,
Bruttig et al. 1992). Aparentemente, RL exacerba la actividad de aumento de superdxido de neutréfilos y aumenta la
adherencia de neutrofilos (Rhee, Burris et al. 1998). La reanimacion agresiva con cristaloides produjo activacion
aumentada de citoquinas incluyendo, IL-1, IL-6 y TNF (Hierholzer, Harbrecht et al. 1998). RL también activa el
sistema inmunitario y puede contribuir a lesion celular secundaria (Rhee, Koustova et al. 2003; Alam, Stanton et al.
2004; Ayuste, Chen et al. 2006; Watters, Tieu et al. 2006).

Se ha usado la reanimacion con gran volumen por personal médico de urgencias y cirujanos para revertir el choque
hemorragico y restablecer la perfusion de érgano final y oxigenacion de tejidos. Sin embargo, ha habido un debate
vigoroso sobre los métodos 6ptimos de reanimacion (Santry y Alam 2010). Esta cada vez mas claro que el método
deseado de reanimacion implicara usar un pequefio volumen mas que un gran volumen de liquido de reanimacion y
mantener una presion sanguinea que esta ligeramente por debajo de lo normal, lo que parece producir mejores
desenlaces clinicos (Dries 1996; Gulati, Sen et al. 1997; Drabek, Kochanek et al. 2011; Morrison, Carrick et al.
2011). La presente invencion permite el uso de bajo volumen de liquido de reanimacion mediante la
coadministracion de una dosis baja de un agente a, adrenérgico.

Se realizaron experimentos iniciales en ratas con hemorragia con una dosis de 0,45 mg/kg de centaquina. A esta
dosis, centaquina (como base libre) no produjo un aumento en la PAM de ratas con hemorragia y se encontré que la
PAM (mmHg) era de 34 + 3 en hemorragia,y 38 + 4, 39 + 4y 35 + 4 a los 30, 60 y 120 minutos, respectivamente,
después de la reanimacion. Centaquina (0,45 mg/kg) produjo una disminucion en la FC (latidos/min) de 368 + 12 en
hemorragia, a 306 + 6, 309 + 6 y 274 + 11 a los 30, 60 y 120 min, respectivamente, después de reanimacion; el
gasto cardiaco (ml) aumenté de 32 + 6 en hemorragia a 77 + 3, 74 + 4 y 62 + 5 a los 30, 60 y 120 min,
respectivamente, después de la reanimacion; mientras la resistencia vascular sistémica (dinas*seg/cm5) era 84 + 4
en hemorragia, y cay6 a 39+ 9,42 + 9y 45 + 6 a los 30, 60 y 120 min, respectivamente, después de la reanimacion.
De estos resultados, a mayores dosis, la acciéon simpaticolitica de centaquina era mas prominente comprada con la
observada con dosis menores.

Segun la presente invencion se puede administrar citrato de centaquina (o un solvato del mismo) como un agente de
reanimacion a dosis con érdenes de magnitud menores (por ejemplo, aproximadamente 0,001 mg/kg) que la dosis
hipotensiva (0,45 mg/kg). Dosis bajas de centaquina y citrato de centaquina produjeron un aumento en la presion
sanguinea cuando se infunden por via intravenosa, mientras que dosis mayores produjeron una caida en la presion
sanguinea. Se encontrd que bajas dosis de centaquina eran mas eficaces en reanimacion porque a una dosis baja
centaquina no es capaz de alcanzar el sistema nervioso central en la cantidad necesaria para producir hipotension
observable. Por tanto, es el efecto inotropico positivo periférico de centaquina el que predomina y produce un
aumento en la presion arterial media a las dosis bajas de centaquina usadas para la reanimacion de ratas con
hemorragia.

Centaquina (de 0,05 a 0,2 mg/kg, iv) produjo una disminucién dependiente de la dosis en la presion arterial media
(PAM) y frecuencia cardiaca (FC) en ratas anestesiadas con uretano y gatos y ratas conscientes que se mueven
libremente (Srimal, Gulati et al. 1990). Se ha descrito anteriormente evidencia para su sitio central de accion (Gulati,
Hussain et al., 1991). La centaquina consistentemente redujo los niveles de lactato en sangre de 2,42 + 0,17 a 1,25
+ 0,55 mg/dl en ratas normales, y se ha establecido que la posibilidad de hiperlactatemia por analisis de regresion
logistica es 4,6 (intervalo de confianza del 95% 1,4-15; p<0,05) veces mayor para un paciente con perfusion
periférica anémala (Lima, Jansen et al. 2009). Los niveles de lactato elevados se asocian con un prondstico peor
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para pacientes de traumatismo. La distribucion inadecuada de oxigeno, demanda desproporcionada de oxigeno, y
uso disminuido de oxigeno pueden producir niveles de lactato elevados. El seguimiento del lactato en sangre se
recomienda en marcos de cuidados criticos y claramente tiene un lugar en la estratificacion por riesgo de pacientes
gravemente enfermos (Jansen, van Brommel et al. 2009). Puesto que la centaquina reduce los niveles de lactato en
sangre, proporciona un efecto reanimador en choque hemorragico.

Agmatina, una sustancia endégena que actia en sitios similares al agente a, adrenérgico clonidina, también se
encontré que es un agente reanimador eficaz en ratas con hemorragia. El efecto reanimador de agmatina se
bloqued por completo por yohimbina lo que indica la implicacién de receptores a, adrenérgicos (Gill, Pelit et al.
2011). Disminuyendo el flujo simpatico del sistema nervioso central, se produce una disminucién en la resistencia
vascular sistémica y un aumento en el gasto cardiaco y perfusion de 6rgano final. La centaquina también tiene
actividad simpaticolitica central (Murti, Bhandari et al. 1989, Srimal, Gulati et al. 1990) y puede reducir la
vasoconstriccion causada por un aumento en el impulso simpatico después de choque hemorragico. Por tanto, la
centaquina aumenta el gasto cardiaco y mejora la circulacion de la sangre regional mediante su accion
simpaticolitica, protegiendo de esta manera los 6rganos de insuficiencia en choque hemorragico. El aumento en el
gasto cardiaco inducido por centaquina era mucho mas pronunciado comparado con una disminucion en la
resistencia vascular sistémica. Por tanto, la accién simpaticolitica central de centaquina es menos prominente a las
dosis bajas usadas para reanimacion, y es principalmente un aumento en el gasto cardiaco lo que contribuye a la
circulacién mejorada de la sangre y supervivencia de ratas con hemorragia.

Efecto reanimador de centaquina en chogue hemorragico

Se us6 un modelo en roedor de hemorragia a presion fija sin traumatismo tisular en un estudio preliminar. Este
modelo de hemorragia se hizo mas grave manteniendo la hipotensién durante 30 min desde el inicio de la
hemorragia para alcanzar una deficiencia de base de mas de -12 mEq/l (Gulati, Sen et al. 1997). El hematocrito
disminuy6 como resultado de pérdida de sangre y era similar en todos los grupos sometidos a reanimacion. Se
estudiaron los siguientes grupos: Solucion de Ringer con lactato (RL-100) (100% del volumen de sangre derramada
(SBV)), o centaquina (base libre) (0,017, 0,05 y 0,15 mg/kg) disuelta en RL (100% SBV), o RL-300 (300% SBV). Se
encontré que el tiempo de supervivencia después de la reanimacion con RL-100 fue 78+£10 min. Centaquina en dosis
de 0,017 y 0,05 mg/kg significativamente mejoré el tiempo de supervivencia a 291+57 y 387+39 min,
respectivamente. Los niveles de lactato en sangre (mmol/l) aumentaron de 7,22+0,67 en hemorragia a 10,20+0,61 a
los 60 min después de la reanimacién con RL-100. Por otra parte, los niveles de lactato en sangre disminuyeron
significativamente a 3,55+0,07 y 4,08+0,28 a los 60 min después de la reanimacién con dosis de 0,017 y 0,05 mg/kg
de centaquina, respectivamente. La centaquina en dosis de 0,017 y 0,05 mg/kg produjo un aumento del 55% vy el
59% en la PAM, respectivamente, comparado con una disminucion del 29% por RL-100. Se observé una
disminucion en la resistencia vascular sistémica del 57% y el 41% con dosis de 0,017 y 0,05 mg/kg de centaquina,
comparado con una disminucién del 6% por RL-100. El gasto cardiaco disminuyd el 28% con RL-100, mientras que
dosis de 0,017 y 0,05 mg/kg de centaquina aumentaron el gasto cardiaco en el 260% y el 180%, respectivamente.
Comparado con RL-300, la centaquina (0,05 mg/kg) mejoro el tiempo de supervivencia, aumento el gasto cardiaco, y
era mas eficaz en la reanimacion de ratas con hemorragia. Por tanto, se encontré que centaquina era un agente de
reanimacion muy eficaz para el tratamiento de choque hemorragico en rata.

Previamente se encontré que la solucién salina hipertonica tenia un efecto reanimador en ratas con hemorragia. Se
ha encontrado ahora que centaquina aumenta marcadamente el efecto reanimador de la solucién salina hiperténica.
Centaquina disminuyd significativamente el lactato en sangre, y aumentoé la PAM y gasto cardiaco comparado con
solucion salina hipertonica sola. Centaquina aumenté el tiempo de supervivencia de ratas con hemorragia
comparado con tratamiento con solucion salina hiperténica. La mediana del tiempo de supervivencia para un indice
de supervivencia del 50% de ratas tratadas con solucion salina hiperténica fue 137 + 12 minutos, mientras que para
ratas tratadas con centaquina fue 375 + 25 minutos. La fraccién de supervivencia a 250 min fue 0 cuando se
reanimaron con solucién salina hiperténica, mientras que el tratamiento con centaquina mejoré la fracciéon de
supervivencia a 0,8. Incluso a 480 min después de la reanimacion con centaquina, la fraccién de supervivencia era
0,2. Las ratas tratadas con dosis de 0,017 mg/kg de centaquina tuvieron el maximo tiempo de supervivencia
comparado con otros grupos. Los descubrimientos del presente estudio son novedosos, inesperados y son
importantes debido a articulos recientes de estudios clinicos grandes que muestran que la solucidon salina
hiperténica no tiene beneficio sobre la solucién salina normal en pacientes con choque hipovolémico o lesion
cerebral traumatica grave (Bulger, May et al. 2010; Bulger, May et al. 2011). Los presentes resultados demuestran
que centaquina puede aumentar el efecto reanimador de la solucién salina hiperténica en el tratamiento de tales
afecciones.

Efecto de centaquina sobre hemodinamica sistémica en chogue hemorragico

La centaquina produjo un aumento significativo en el gasto cardiaco y aumento de un incremento en gasto cardiaco
inducido por solucidn salina hiperténica de ratas con hemorragia. Apoyando este descubrimiento esta la observacion
de que centaquina produce un efecto inotropico positivo y aumenta las contracciones ventriculares de corazén de
conejo perfundido aislado con un aumento en la liberacidon de norepinefrina (Bhatnagar, Pande et al. 1985).
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La reanimacion hipotensiva se ha sugerido como una alternativa al estandar de cuidado actual, es decir, producir un
aumento limitado en la presidn sanguinea, que produce menos uso de liquidos de reanimacion y productos
sanguineos. Las indicaciones son que esta es una estrategia segura para uso en pacientes de traumatismo
(Morrison, Carrick et al. 2011). En un estudio experimental, se encontrd que una presiéon sanguinea diana de 50-60
mmHg era ideal para el tratamiento de choque hemorragico (Li, Zhu et al. 2011). La reanimacién inducida por
centaquina produjo un aumento en la presiéon sanguinea que estaba bien por debajo de la basal de 95 mmHg, es
decir, un incremento maximo en presion sanguinea después de la reanimacién con centaquina era
aproximadamente de 65 a 75 mmHg. Por tanto, la presidon sanguinea aumento en el intervalo sugerido que era ideal
para choque hemorragico después de reanimacion con centaquina. Las tres dosis de centaquina usadas en estos
estudios produjeron efectos reanimadores similares, indicando una ventana de seguridad amplia. En un estudio
reciente, se determind la cantidad de norepinefrina (NE) requerida para mantener la PAM a 70 mmHg en ratas
tratadas con solucion salina normal (SN) o centaquina (0,05 mg/kg) (volumen igual a la pérdida de sangre). El
hematocrito sanguineo disminuy6 después de la hemorragia y era similar en todos los grupos. El lactato en sangre
era 4,10+1,02 mmol/l en SN comparado con 1,65+0,23 mmol/l en centaquina (P=0,041), 60 min después de la
reanimacion. La cantidad de NE necesaria en cada rata para mantener la PAM a 70 mmHg fue 175 uygen SNy 17,5
Mg en el grupo de centaquina durante los primeros 60 min de reanimacion. Se encontré que centaquina era un
agente de reanimacion muy eficaz disminuyendo el requisito de NE en ratas con hemorragia.

Mecanismo de accion

Los efectos cardiovasculares de centaquina resultan de su accion en receptores a adrenérgicos en el sistema
nervioso simpatico, el corazon, y la vasculatura. Hay dos tipos principales de receptores adrenérgicos a y f3; que se
subdividen en receptores adrenérgicos a1 (a1a, Q1 Y Q1p) Y G2 (024, O28 Y A2¢); Y B1, B2 ¥ B3 (Bylund, Eikenberg et al.
1994). En un experimento preliminar, se encontré que algunos de los efectos farmacolégicos de centaquina se
pudieron bloquear por yohimbina que es un antagonista selectivo del receptor a; adrenérgico (Timmermans y Van
Zwieten 1980; Sharma y Gulati 1995; Andurkar y Gulati 2011). Por tanto, se investigé la implicacion de receptores a;
adrenérgicos en el efecto reanimador de centaquina.

La siguiente tabla muestra el efecto de centaquina en hematocrito sanguineo arterial, pH, gases en sangre,
electrolitos y niveles de lactato en presencia y ausencia de los antagonistas a, adrenérgicos especificos yohimbina y
atipamezol. Tanto yohimbina como atipamezol antagonizaron el efecto reanimador de centaquina lo que indica que
los receptores a, adrenérgicos estan implicados en el efecto reanimador de centaquina. Se usaron dos bloqueantes
diferentes de receptores a, adrenérgicos, atipamezol que es una molécula pequefia (Virtanen, Savola et al. 1989) y
yohimbina que es un alcaloide complejo grande (Sharma y Gulati 1995, Kovacs y Hernandi 2003), y ambos
antagonistas bloquearon por completo el efecto reanimador de centaquina, confirmando que los receptores a;
adrenérgicos estan implicados en la reanimacién por centaquina. Por tanto, se puede concluir que farmacos que
estimulan los receptores oz adrenérgicos son utiles en el tratamiento de choque. Un aumento en la presion
sanguinea que se desarroll6 tras la administracion de centaquina esta, por tanto, principalmente dirigido por la
activacion de receptores a adrenérgicos vasculares. Los datos farmacoldgicos indican que esta actividad resulta de
una respuesta de tipo agonista que lo mas probable se debe a la accion sobre receptores adrenérgicos oz y Oac
(Vacher, Funes et al. 2010).

Parametros | Tratamiento Basal Hemorragia | Reanimacion | Reanimacion | Reanimacion
30 min 60 min 120 min
Vehiculo + 54,67+2,03 37,67+2,33 33,00+£1,53 32,67+1,76 33,67+2,03
Centaquina
. Yohimbina + | 50,00+1,26 35,60+1,50 30,75+1,38 31,50+0,50
Hematocrito Centaquina
Atipamezol + | 48,80+1,66 36,20+2,44 31,80+£1,96 29,0044,00
Centaquina
Vehiculo + 7,34+0,01 7,24+0,02 7,29+0,01 7,31+0,01 7,28+0,01
Centaquina
H Yohimbina + | 7,3410,01 7,22+0,02 7,19+0,02* 7,14+0,05*
P Centaquina
Atipamezol + | 7,36%0,00 7,23+0,03 7,25+0,03 7,26+0,01
Centaquina
Vehiculo + 46,33+1,67 27,33%1,20 33,0040,58 33,3340,33 29,00+1,15
Centaquina
co Yohimbina + | 42,80+1,32 26,60£1,83 30,50+0,96 35,00+1,00
Pt Centaquina
Atipamezol + | 41,60+1,91 26,60£2,06 28,80+£1,98 30,50£1,50
Centaquina
o Vehiculo + 118,3316,77 124,0044,73 124,0044,51 121,6714,63 132,00+6,69
pL2 Centaquina
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Yohimbina + 106,40+2,11 127,8045,76 146,25+5,66 117,00+8,00
Centaquina
Atipamezol + | 97,20+1,02 113,60+4,20 116,80+2,35 115,50+6,50
Centaquina
Vehiculo + 134,33+0,88 124,33+1,86 130,0040,08 128,00+1,00 130,33+0,33
Centaquina

Na+ Yohimbina + 130,6046,95 120,60+4,56 125,75+2,90 126,00+2,00
Centaquina
Atipamezol + | 141,40+2,23 129,80+1,85 133,60+0,68 134,50+0,50
Centaquina
Vehiculo + 2,73+1,07 5,73+0,30 4,73+0,09 4,60+0,00 5,17+0,15
Centaquina

K+ Yohimbina + | 3,5840,13 6,09+0,42 5,331+0,17 5,154+0,15
Centaquina
Atipamezol + | 3,46+0,26 5,9040,25 4,94+0,09 4,80+0,20
Centaquina
Vehiculo + 1,1540,02 1,22+0,00 1,17+0,02 1,18+0,03 1,18+0,01
Centaquina

c Yohimbina + 1,10£0,04 1,21£0,05 1,18+0,01 1,23+0,01

a++ :
Centaquina
Atipamezol + | 1,09+0,04 1,22+0,02 1,18+0,01 1,19+0,04
Centaquina
Vehiculo + 3,17+0,24 10,10+0,70 5,80+0,32 4,53+0,38 5,67+0,22
Centaquina

L Yohimbina + | 3,06+0,22 10,34+1,50 9,25+0,33* 8,40+0,80*

actato .
Centaquina
Atipamezol + | 3,06+0,23 10,7610,43 8,56+0,68* 7,75+1,05*
Centaquina

Segun esto, agentes a; adrenérgicos diferentes de centaquina son capaces de mejorar el gasto cardiaco, perfusion
de 6rganos, y oxigenacion de tejidos, y son utiles en el tratamiento de enfermedades y afecciones en las que estas
mejoras proporcionan un beneficio.

Los ratones deficientes en receptores adrenérgicos aza, ¥ Ozc se desarrollaron normalmente y solo la delecion
adicional del gen azg produjo defectos placentarios (Philipp, Brede et al. 2002). Los ratones que carecen de los tres
subtipos az no sobrevivieron mas alla de 11,5 dias de desarrollo embrionario debido al defecto en la formacién de
vasos sanguineos fetales en el saco vitelino y la placenta (Philipp, Brede et al. 2002). Los ratones con inactivacion
selectiva de receptores azg son resistentes al desarrollo de hipertension sensible a sal (Makaritsis, Handy et al. 1999;
Makaritsis, Johns et al. 2000). En centros vasomotores centrales los subtipos de receptor aza son los mas
abundantes y producen una caida de larga duracion en la presiéon sanguinea y un aumento en la norepinefrina en
plasma (Tavares, Handy et al. 1996; Altman, Trendelenburg et al. 1999; Hein, Altman et al. 1999). Por tanto, los
receptores adrenérgicos tanto aza como ags regulan la presidon sanguinea, pero los efectos son opuestos. La
activacion de los receptores aza centrales disminuye la presion sanguinea al disminuir la actividad simpatica, y la
estimulacion de receptores ags centrales contribuye al desarrollo de aumento simpatico mediado por sal en la
presién sanguinea (Gavras, Manolis et al. 2001). Se teoriza que, a dosis menores, la centaquina actua mas sobre
los receptores adrenérgicos azs y aoc para producir su efecto reanimador. Sin embargo, a dosis mayores, la accién
de centaquina sobre los receptores aza adrenérgicos predomina, lo que produce efectos antihipertensivos.

Choque séptico

La septicemia y el choque séptico siguen siendo un desafio principal y contribuyen a mortalidad significativa que
representa el 9,3% de muertes (Angus, Linde-Zwirble et al. 2001). El nimero de hospitalizaciones por septicemia
grave por 100.000 personas aumentd de 143 en 2000 a 343 en 2007 (Kumar, Kumar et al. 2011). La septicemia
grave se asocia con el desarrollo de choque séptico que produce distribucion insuficiente de oxigeno a érganos y
tejidos que da como resultado dafio celular, disfunciones de 6rganos multiples y, por ultimo, la muerte.

La medida objetiva del flujo de sangre sistémica sigue siendo muy desafiante. Indicadores importantes de
insuficiencia circulatoria son presiéon sanguinea, frecuencia cardiaca, produccion de orina, tiempo de recarga de
capilares, concentracion de lactato en sangre, diferencia de temperatura central-periférica, pH, exceso de base
estandar, saturacion de oxigeno venoso central, y color (de Boode 2010). En el choque séptico, se recomienda la
infusion de grandes volumenes de liquidos para la reanimacion inicial (Brierley, Carcillo et al. 2009). La acidosis
metabdlica y deficiencia de base debido a la acumulaciéon de acido lactico como resultado de mala distribucion de
oxigeno a los tejidos sirve como un indicador de la gravedad del choque. Los niveles de lactato estan elevados en
pacientes gravemente enfermos con septicemia y choque, y los niveles de acetato parecen ser un indicador
importante del desenlace. Estudios previos han documentado niveles de lactato elevados en el modelo en rata de
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choque endotoéxico y choque hemorragico, y niveles mayores parecen correlacionarse con mayor mortalidad a corto
plazo (Gonzales, Chen et al. 2008; Sakai, Horinouchi et al. 2009).

La centaquina es un agente cardiovascular activo que actia como un agente simpaticolitico que actua centralmente.
Como se ha divulgado anteriormente, la centaquina consistentemente redujo los niveles de lactato en sangre de
2,42 £ 0,17 a 1,25 + 0,55 mg/dl en ratas normales. En experimentos previos, la centaquina prolongo la supervivencia
en un modelo hemorragico de choque y se asocié con reduccion en los niveles de lactato en sangre (Gulati, Lavhale
et al. 2012). Tanto el choque hemorragico como el choque séptico se asocian con respuesta de estrés con la
liberacion de epinefrina y activacion de cascada inflamatoria e insuficiencia de 6rganos multisistema final (Cai,
Deitch et al. 2010).

Puesto que la centaquina es un agente de reanimacion eficaz, la centaquina también es un agente Util en estados de
choque séptico donde mejora la perfusion de sangre regional y reduce la hiperactivacion del sistema nervioso
simpatico debido a choque endotodxico.

La figura 14 ilustra la eficacia a una dosis baja de citrato de centaquina en el tratamiento de choque séptico. En las
pruebas resumidas en la figura 14, ratas anestesiadas se inmovilizaron en una tabla quirdrgica y se hizo una incision
por encima de la vena y arteria femorales. Los vasos se limpiaron y aislaron. Se midieron la frecuencia cardiaca y la
presion arterial media canulando la arteria femoral izquierda con el transductor de presion SPR-320 (Millar
Instruments), conectado a un amplificador en puente ML221 (AD Instruments) mediante un conector AEC-10C y las
sefiales se adquirieron (1000 S™") usando PowerLab 16/30. Las venas femorales izquierdas se aseguraron para la
administracion de farmacos usando tubos PE 50 (Clay Adams, Parsipanny, NJ). La arteria femoral derecha se
canulo para extracciones de sangre usando tubos PE 50 (Clay Adams, Parsipanny, NJ). Después de completar la
cirugia los animales se mantuvieron en un estado estacionario durante 30 minutos antes de la administracion de
lipopolisacarido (LPS). Se indujo choque endotoxico por la inyeccion intravenosa de LPS de E. coli O111:B4 (Sigma
Chemical, St. Louis, MO) disuelto a una concentracion de 10 mg en 0,1 ml de solucion salina normal y se administro
una dosis de 30 mg/kg. Se realizd la reanimacion (R) o bien con vehiculo (solucién salina) o con citrato de
centaquina (0,05 mg/kg). La rata tratada con vehiculo tiene una presiéon sanguinea menor comparada con la rata
tratada con centaquina. La rata tratada con vehiculo muri6 después de 270 min, en donde la rata tratada con
centaquina sobrevivio a 360 min y tuvo que ser sacrificada al final del experimento. La dosis de 0,05 mg/kg de citrato
de centaquina en rata se traduce en aproximadamente una dosis de 0,01 mg/kg en seres humanos. Estos resultados
claramente muestran los beneficios de los agentes a, adrenérgicos, tal como centaquina y citrato de centaquina, en
el tratamiento de choque séptico.

Sindrome de chogue por dengue

Unos 2,5 mil millones de personas estimadas en el mundo estan en riesgo de infeccion por dengue, de las cuales
aproximadamente 975 millones de personas viven en areas urbanas en paises tropicales y subtropicales en el
Sudeste de Asia, el Pacifico y América (Guzman, Halstead et al. 2010). Se estima que cada afio se producen mas
de 50 millones de infecciones, incluyendo 500.000 hospitalizaciones por fiebre hemorragica del dengue,
principalmente entre nifios, de las que aproximadamente el 5% son letales (Guzman y Kouri 2002; Gubler 2004;
Guzman e Isturiz 2010; Guzman, Halstead et al. 2010; San Martin, Brathwaite et al. 2010). El nimero de casos de
dengue informados a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha aumentado drasticamente en los ultimos afios.
Para el periodo 2000-2004, la media anual fue 925.896 casos, casi duplica la cifra de 479.848 casos que se
describi6 para el periodo 1990-1999. En 2001, un récord de 69 paises informé de actividad de dengue a la OMS.

La fiebre hemorragica del dengue y el sindrome de choque por dengue son causas principales de morbilidad y
mortalidad infantil en varios paises tropicales (Dung, Day et al. 1999). El choque relacionado con dengue resulta de
la filtracién capilar de liquidos intravasculares, electrolitos y pequefias proteinas en tejidos perivasculares
produciendo efusiones pleurales y pericardiacas, disminuyendo la presion sanguinea, perfusion tisular baja y oliguria
(Morens y Fauci 2008). A pesar de la hidratacion normal, el desarrollo del choque se puede predecir por un
hematocrito que aumenta gradualmente durante un periodo de varias horas. La reanimacion con liquido para
contrarrestar la filtracion masiva de plasma es el principal tratamiento.

En un estudio aleatorizado, enmascarado de 230 pacientes en nifios con sindrome de choque por dengue, se llevo a
cabo una comparacion entre dextrano, gelatina, Ringer con lactato y soluciéon salina normal para la reanimacion
inicial. Todos los nifios sobrevivieron y no hubo ventaja clara de usar un liquido sobre otro (Premaratna,
Liyanaarachchi et al. 2011). Se encontré que la presién diferencial era el factor mas significativo que determina la
respuesta clinica de los pacientes (Premaratna, Liyanaarachchi et al. 2011). En otro estudio realizado en 383
pacientes, se observé que la solucion de Ringer con lactato era el tratamiento de eleccion en las fases iniciales en
nifios con sindrome de choque por dengue moderadamente grave (Wills, Nguyen et al. 2005). En un estudio de
revision de graficos retrospectivo, se encontré que el tratamiento agresivo del choque tiende a disminuir los indices
de mortalidad en las formas mas graves de sindrome de choque por dengue (Ranjit, Kisoon et al. 2005). En un
estudio realizado en noventa y un nifios con infeccion por virus del dengue demostrada serolégicamente o por PCR,
se encontré que la fraccidon de expulsion ventricular izquierda y el gasto cardiaco eran significativamente menores en
pacientes con sindrome de choque por dengue comparado con pacientes de fiebre hemorragica del dengue sin
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choque (Khongphatthanayothin, Lertsapcharoen et al. 2007). Los pacientes con choque tenian mala funcién
ventricular y requerian reanimacion con liquidos intravenosa mas agresiva (Khongphatthanayothin, Lertsapcharoen
et al. 2007).

Por tanto, se puede concluir que los problemas que abordan la eleccién de liquidos, uso de inétropos, y técnicas de
asistencia a érganos es probable que den beneficios para los pacientes gravemente enfermos de sindrome de
choque por dengue (Singhi, Kissoon et al. 2007).

Como se ha manifestado anteriormente, la centaquina consistentemente redujo los niveles de lactato en sangre de
2,42 + 0,17 a 1,25 + 0,55 mg/dl en ratas normales. Se ha establecido que la probabilidad de hiperlactatemia por
andlisis de regresion logistica es 4,6 (intervalo de confianza al 95% 1,4-15; p<0,05) veces mayor para un paciente
con perfusion periférica andmala (Lima, Jansen et al. 2009). Los niveles de lactato elevados se asocian con un
prondstico peor para pacientes de traumatismo. La distribucion inadecuada de oxigeno, demanda desproporcionada
de oxigeno, y uso disminuido de oxigeno pueden producir niveles de lactato elevados. El seguimiento del lactato en
sangre se recomienda en marcos de cuidados criticos y claramente tiene un lugar en la estratificacion por riesgo de
pacientes gravemente enfermos (Jansen, van Brommel et al. 2009). Puesto que la centaquina reduce los niveles de
lactato en sangre, proporciona un efecto reanimador en choque hemorragico.

Usando un modelo en roedor de hemorragia con presion fijada sin traumatismo tisular con una deficiencia de base
mayor de -12 mEq/l (Gulati, Singh et al. 1995; Gulati, Sen et al. 1997; Gulati y Sen 1998) se encontré que centaquina
aumentaba el efecto reanimador de la solucién salina hiperténica. La centaquina significativamente disminuia el
lactato en sangre y aumentaba la presion arterial media (PAM), presion diferencial y gasto cardiaco (GC) comparado
con solucién salina hiperténica sola. La centaquina también disminuia la mortalidad y aumentaba el tiempo de
supervivencia de ratas con hemorragia comprado con solucion salina hiperténica. En otro estudio, encontramos que
los niveles de lactato en sangre (mmol/l) aumentaron desde 7,22+0,67 en hemorragia a 10,20+0,61 a los 60 min
después de reanimaciéon con RL, mientras que los niveles de lactato en sangre significativamente disminuian a
3,5510,07 a los 60 min después de reanimacién con centaquina. La centaquina produjo un aumento del 59% en
PAM comparado con una disminucion del 29% por RL a los 60 min después de la reanimacion.

Estos datos muestran que centaquina y citrato de centaquina son eficaces en el tratamiento de sindrome de choque
por dengue.

Para cada una de las formas de realizacion divulgadas en el presente documento, composiciones farmacéuticas que
contienen los agentes activos de la presente invencion son adecuadas para la administracion a seres humanos u
otros mamiferos. Tipicamente, las composiciones farmacéuticas son estériles, y no contienen compuestos toxicos,
carcinégenos o mutagénicos que producirian una reaccion adversa cuando se administran.

El método de la invencion se puede lograr usando los agentes a, adrenérgicos como se ha descrito anteriormente, o
como una sal fisiologicamente aceptable de los mismos. Los agentes o adrenérgicos o sales se pueden administrar
como los compuestos puros, 0 como una composicion farmacéutica que contiene cualquiera o ambas entidades.

Los agentes ay adrenérgicos se pueden administrar por cualquier via adecuada, por ejemplo, por administracion
oral, yugal, inhalacién, sublingual, rectal, vaginal, intracisternal mediante punciéon lumbar, transuretral, nasal,
percutanea, es decir, transdérmica, o parenteral (incluyendo intravenosa, intramuscular, subcutanea e
intracoronaria). La administracion parenteral se puede lograr usando una aguja y jeringa o usando una técnica de
alta presién, como POWDERJECT™.,

Las composiciones farmacéuticas incluyen esas en donde los agentes a, adrenérgicos se administran en una
cantidad eficaz para alcanzar su fin pretendido. La determinacién de la cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro
de la capacidad de los expertos en la materia, especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el
presente documento.

La formulacion exacta, via de administracion, y dosis las determina un médico individual a la vista del estado del
paciente. Las cantidades e intervalos de dosis se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles de
agentes a, adrenérgicos que sean suficientes para mantener los efectos terapéuticos.

La cantidad de agente a; adrenérgico administrado depende del sujeto que se trata, del peso del sujeto, la gravedad
de la afeccion, la manera de administracion, y el juicio del médico que receta.

Los agentes a, adrenérgicos se pueden administrar solos, o en una mezcla con un soporte farmacéutico
seleccionado con respecto a la via de administracion pretendida y practica farmacéutica estandar. Las
composiciones farmacéuticas para uso segun la presente invencion, por tanto, se pueden formular de una manera
convencional usando uno o mas soportes fisioldgicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares que
facilitan el procesamiento de los agentes a, adrenérgicos en preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente.
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Estas composiciones farmacéuticas se pueden fabricar de una manera convencional, por ejemplo, por procesos
convencionales de mezclado, disolucion, granulacion, formacion de grajeas, emulsion, suspension, encapsulacion,
aprisionamiento, o liofilizaciéon. La formulacion apropiada depende de la via de administracion elegida. Cuando se
administra una cantidad terapéuticamente eficaz de agentes a, adrenérgicos por via oral, la composicion tipicamente
esta en forma de un comprimido, capsula, polvo, solucién, o elixir. Cuando se administra en forma de comprimido, la
composicion puede contener ademas un soporte solido, tal como gelatina o un adyuvante. El comprimido, capsula, y
polvo contienen de aproximadamente el 5% a hasta aproximadamente el 95% de un agente a, adrenérgico, y
preferiblemente desde aproximadamente el 25% hasta aproximadamente el 90% de un agente a» adrenérgico.
Cuando se administra en forma liquida, la forma liquida puede contener cualquier liquido de reanimacién conocido
en la técnica.

Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de agente a, adrenérgico por inyeccion intravenosa,
cutanea o subcutanea, la composicion esta en forma de una soluciéon acuosa sin pirégenos parenteralmente
aceptable. La preparacién de tales soluciones parenteralmente aceptables, teniendo debidamente en cuenta el pH,
isotonicidad, estabilidad, y similares, esta dentro de la capacidad de la técnica. Una composicion preferida para
inyeccion intravenosa, cutanea o subcutanea tipicamente contiene, ademas de un agente a, adrenérgico, un
vehiculo isotonico.

Los agentes a, adrenérgicos se pueden combinar facilmente con soportes farmacéuticamente aceptables bien
conocidos en la técnica. Tales soportes permiten que los agentes activos se formulen como comprimidos, pildoras,
grajeas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, papillas, emulsiones, suspensiones y similares, para la ingestion oral por
un paciente que se va a tratar. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener anadiendo el
agente ay adrenérgico con un excipiente solido, opcionalmente moliendo la mezcla resultante, y procesando la
mezcla de granulos, después de afiadir los auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nucleos
de grajeas. Los excipientes adecuados incluyen, por ejemplo, rellenos y preparaciones de celulosa. Si se desea, se
pueden afadir agentes disgregantes.

El agente a, adrenérgico se puede formular para administracion parenteral por inyeccion, por ejemplo, por inyeccion
embolada o infusion continua. Las formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma farmacéutica unitaria,
por ejemplo, en ampollas, viales, o en envases multiples, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden
tomar tales formas como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleaginosos o acuosos, y pueden
contener agentes de formulacion, tal como agentes de suspension, emulsionantes, estabilizantes y/o disgregantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas del principio activo en
forma soluble en agua. Ademas, se pueden preparar suspensiones de los principios activos como suspensiones de
inyeccion oleaginosas apropiadas. Los solventes o vehiculos lipofilicos adecuados incluyen aceites grasos o ésteres
sintéticos de acidos grasos. Las suspensiones de inyeccion acuosas pueden contener sustancias que aumentan la
viscosidad de la suspension. Opcionalmente, la suspensién también puede contener estabilizantes adecuados o
agentes que aumentan la solubilidad de los compuestos y permiten la preparacion de soluciones muy concentradas.
Alternativamente, una composicion presente puede estar en forma de polvo para constituciéon con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua sin pirégenos estéril, antes del uso.

Como un aspecto adicional, la invencién incluye kits que comprenden uno o mas compuestos o composiciones
embaladas de una manera que facilita su uso para practicar métodos de la invencién. En una forma de realizaciéon
mas sencilla, tal kit incluye un compuesto o composicién descrito en el presente documento como util para la
practica de un método de la invencién (es decir, centaquina), embalado en un envase tal como una botella o
recipiente sellado, con una etiqueta fijada al envase o incluida en el paquete que describe el uso del compuesto o
composicion para practicar el método de la invencion. Preferiblemente, el compuesto o composicién esta embalado
en una forma farmacéutica unitaria. El kit puede incluir ademas un dispositivo adecuado para administrar la
composicion segun una via de administracion preferida.
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REIVINDICACIONES

Citrato de centaquina para su uso en mejorar el gasto cardiaco, en un individuo que padece choque, en donde
el citrato de centaquina esta a una dosis de 0,001 mg por kg hasta 0,05 mg por kg de peso del individuo.

El citrato de centaquina para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el citrato de centaquina se
coadministra con un liquido de reanimacion seleccionado del grupo que consiste en una solucién coloide, una
solucion cristaloide, sangre, un componente sanguineo, un sustituto de sangre, y mezclas de los mismos.

El citrato de centaquina para su uso segun la reivindicacion 2, en donde la solucién coloide o la solucion
cristaloide se selecciona del grupo que consiste en solucion de Ringer con lactato, solucion salina, solucion
salina hipertdnica, una solucion de albumina, una solucién de dextrano, una solucién de gelatina, una solucion
de hidroxietilalmidén, y una solucién de almidén.

El citrato de centaquina para su uso segun la reivindicacion 2, en donde el componente sanguineo se
selecciona del grupo que consiste en plasma, globulos rojos, glébulos blancos, plaquetas, factores de
coagulacion, proteinas y hormonas.

El citrato de centaquina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde el liquido de
reanimacion se administra en una cantidad de volumen de hasta tres veces un volumen de pérdida de liquido
del individuo.

El citrato de centaquina para su uso segun la reivindicacion 5, en donde el liquido de reanimacion se
administra en una cantidad de volumen menor de o hasta un volumen de pérdida de liquido del individuo.

El citrato de centaquina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el choque es
choque hipovolémico, choque hemorragico, choque séptico o sindrome de choque por dengue.

El citrato de centaquina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es un hidrato de
citrato de centaquina.

El citrato de centaquina para su uso segun la reivindicacion 8, en donde el hidrato es un monohidrato o
dihidrato.

El citrato de centaquina para su uso segun la reivindicacion 9, en donde el hidrato es dihidrato.
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