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DESCRIPCION
Tratamiento terapéutico para afecciones pulmonares
CAMPO TECNICO
La materia aqui descrita se refiere al tratamiento de la displasia broncopulmonar (DBP), tal como en lactantes.
ANTECEDENTES

La displasia broncopulmonar (DBP) aparece normalmente en bebés, en particular bebés prematuros, y se
caracteriza como una lesién aguda de los pulmones por ventilacion de oxigeno y/o ventilacibn mecanica, que da
lugar a la interferencia con o la inhibicién del desarrollo alveolar y vascular pulmonar (Jobe et al. (2001) Am J Respir
Crit Care Med 163: 1723-1729). En modelos animales, el NO inhalado mejora tanto el intercambio de gases como el
desarrollo estructural de pulmon, pero el uso de esta terapia en bebés en riesgo de DBP es controvertido (Ballard et
al (2006) N Engl J Med 355: 343-353).

Los bebés con enfermedad pulmonar crénica y cardiopatia congénita ciandtica con frecuencia sufren de
hipoxia. Debido a sus efectos sobre arterias pulmonares existentes y en desarrollo, la hipoxia crénica provoca
cambios progresivos en la funcién y la estructura de la circulacién pulmonar. Shimoda L, et al, Physiol Res (2000)
49: 549-560; Subhedar, NV, Acta Paediatr supl (2004) 444: 29-32. En Ultima instancia, la hipoxia crénica da lugar a
hipertensién pulmonar severa que culmina en insuficiencia cardiaca del lado derecho y muerte.

Nelin, et al. (2004) FASEB Journal 18 (4-5): A327, describe que la produccion de NO se ve afectada en los pulmones
de los lechones expuestos a hipoxia cronica. Nelin, pagina 524. Nelin informa que la vasoconstriccion debido a
hipoxia aguda en pulmones aislados de cerdo es atenuada por la perfusion del pulmon aislado con arginina a una
concentracion de 1 mM. El enfoque de Nelin es la comparacién de los efectos de la L-arginina y D-arginina.

Fike, et al. (2000) Journal of Applied Physiology 88 (5): 1797-1803 informa de que la perfusiéon con L-arginina a una
concentracion de 10 mM mejora la hipertensiéon pulmonar en los pulmones de lechones expuestos a hipoxia
cronica. Fike, pagina 1800, la Tabla 3. El objetivo de la administracion de L-arginina para el tratamiento de la
hipertensién pulmonar, tal como se describe en Fike, es aumentar los niveles de NO. Fike, pagina 1802.

Mitani, et al. (1997) Circulation 96 (2): 689-697 informa que la L-arginina mejor6é los cambios asociados con la
hipertensién pulmonar en modelos de rata de hipertension, sugerido para ser debido a la modificacién de la
produccion de NO enddgeno. Mitani, p. 694. Mitani informa estudios sobre dos modelos de dafio pulmonar utilizando
ratas adultas tratadas con (1) la hipoxia crénica o (2) monocrotalina. Mitani observo los efectos de la "paradoja de la
arginina" que reduce la eficacia de la arginina.

Fagan, et al. (1999) Biochemical and Biophysical Research Communications 254 (1): 100-103 da a conocer que la
hipoxia crénica da lugar a una menor liberacion de NO y puede contribuir a la aparicién de hipertensién
pulmonar. Fagan observa que los niveles plasmaticos de arginina, el sustrato para la sintasa de 6xido nitrico (NOS)
no fueron significativamente diferentes durante la hipoxia, o que indica que los niveles de arginina en plasma se
mantienen a concentraciones normales durante la exposicion hipéxica. Fagan, pagina 102.

McCaffrey, et al. (1995) Biology of the Neonate 67 (4): 240-243 contempla el tratamiento de la hipertensién pulmonar
en los recién nacidos mediante la administracion intravenosa de L-arginina en un bolo de 2,87 mmoles/kg. McCaffery
advierte que, "[el] proposito de este estudio piloto fue evaluar la seguridad y eficacia de la administracion intravenosa
de L-arginina en bebés con hipertension pulmonar persistente.” Id., 240-241. McCaffery sefiala que, "la eficacia ...
debe ser confirmada en ensayos controlados con placebo que también deberian evaluar la seguridad y los
beneficios de un régimen de dosis multiples de L-arginina.” Id., 243.

La divulgacion de Smith, et al. (2006) Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery 132 (1): 58-65 sefiala la
reduccion de la presion de retorno en el corazon para permitir que el corazén se someta a reparacion. Smith sugiere
gue la administracion de citrulina es eficaz para "prevenir la hipertension pulmonar después de la operacion”. En
consecuencia esta especulacion se limita al tratamiento post-operatorio de un subconjunto de pacientes de cirugia
cardiaca congénita. Smith, pagina 64.

Romero, et al. (2006) Cardiovascular Drug Reviews 24 (3-4): 275-290 sugieren que la citrulina es prometedora como
complemento terapéutico en enfermedades asociadas con deficiencias de arginina. Romero, pagina 277. Al igual
que Smith, Romero sugiere que los suplementos de citrulina pueden tener efectos beneficiosos para el tratamiento
de enfermedades en las que la suplementacion con arginina es eficaz. Estas enfermedades incluyen, entre otras, la
hipertensién sistémica y la disfuncién cardiovascular. Romero, paginas 284-285.

Ballard, et al. (2006) New England Journal of Medicine, vol. 355, no. 4, p. 343-353 describe que el NO inhalado
conduce a una mejora en la DBP.
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En consecuencia, estrategias para el tratamiento de enfermedades pulmonares, tales como DBP y la hipertension
pulmonar inducida por hipoxia crénica, y adiconalmente, tal como en bebés, representan una necesidad largamente
necesaria y continua en la técnica.

CARACTERISTICAS

La materia aqui divulgada proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad de citrulina
eficaz para su uso en el tratamiento de sujetos con riesgo de sufrir o que sufren displasia broncopulmonar (DBP).

En algunas realizaciones, la composicién se formula para administracion oral, administracion intravenosa o una
combinacion de las mismas.

Habiéndose indicado un objeto de la materia aqui divulgada, otros objetos resultaran evidentes a medida que avanza
la descripcion, cuando se tome en relacion con los dibujos y ejemplos que se acompafian como mejor se describe
mas adelante.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 es un esquema del ciclo de la urea.
La Figura 2 es un diagrama de flujo de los procedimientos de estudio seguido en los Ejemplos.

La Figura 3 es un gréafico de barras que muestra mediciones de la presion arterial pulmonar promedio en lechones
de control (n = 6), con hipoxia cronica (n = 11) y con hipoxia crénica tratados con L-citrulina (n-6). Todos los valores
son el promedio + SEM. *diferente del control; *Diferente de hipoxia crénica; p <0,05, ANOVA con el test de
comparacion post-hoc.

La Figura 4 es un grafico de barras que muestra la resistencia vascular pulmonar calculada en lechones de control (n
= 6), con hipoxia crénica (n = 11) y con hipoxia cronica tratados con L-citrulina (n = 6). Todos los valores son el
promedio + SEM. *diferente del control; *Diferente de hipoxia crénica; p <0,05, ANOVA con el test de comparacion
post-hoc.

La Figura 5 es un grafico de barras que muestra el éxido nitrico exhalado en lechones de control (n = 6), con hipoxia
crénica (n = 11) y con hipoxia crénica tratados con L-citrulina (n-6). Todos los valores son el promedio +
SEM. *diferente del control; *Diferente de hipoxia cronica; p <0,05, ANOVA con el test de comparacion post-hoc.

La Figura 6 es un grafico de barras que muestra la acumulacién de nitrito/nitrato en perfundido de pulmén en
lechones de control (n = 17), con hipoxia crénica (n = 9) y con hipoxia cronica tratados con L-citrulina (n=5). Todos
los valores son el promedio + SEM. *diferente del control; *Diferente de hipoxia crénica; p <0,05, ANOVA con el test
de comparacion post-hoc.

La Figura 7A es una imagen de una inmunotransferencia para la proteina eNOS resondada para la actina para el
tejido pulmonar de lechones de control (n = 3), con hipoxia crénica (n = 3) y con hipoéxica crénica tratados con L-
citrulina (n = 3).

La Figura 7B es un grafico de barras que muestra la densitometria de eNOS normalizada para actina para el tejido
pulmonar de lechones de control (n = 3), con hipoxia crénica (n = 3) y con hipoéxica crénica tratados con L-citrulina (n
=23).

DESCRIPCION DETALLADA

Los nacimientos prematuros siguen siendo el principal desafio en obstetricia y neonatologia, lo que representa la
mayor parte de la mortalidad perinatal y morbilidad neuroldgica a largo plazo entre los recién nacidos. La DBP es
una de las muchas complicaciones que pueden estar asociadas con el parto prematuro. La DBP puede estar
asociada con la hospitalizacién prolongada de un recién nacido prematuro, multiples reingresos durante los primeros
afios de vida y retrasos en el desarrollo. Afortunadamente, la DBP es ahora poco frecuente en los bebés de mas de
1200 g de peso al nacer o con gestaciones que excedan las 30 semanas (Jobe et al (2001) Am J Respir Crit Care
Med 163: 1723-1729). La incidencia de la DBP definida como una necesidad de oxigeno a las 36 semanas de edad
postmenstrual es de aproximadamente 30% para bebés con un peso al nacer <1.000 g (Jobe et al (2001) Am J
Respir Crit Care Med 163: 1723-1729). Algunos de estos bebés tienen enfermedad pulmonar grave, requiriendo
ventilacién y/u oxigeno suplementario durante meses o incluso afios.

Multiples factores contribuyen a la DBP, y probablemente actGan aditiva o sinérgicamente para promover la

lesion. La vision tradicional ha sido que la DBP es causada principalmente por lesiones mediadas por oxidantes y
ventilacién (Jobe et al (2001) Am J Respir Crit Care Med 163: 1723-1729). La ventilacion mecanica y el oxigeno
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pueden interferir con el desarrollo alveolar y vascular en bebés prematuros y se ha atribuido al desarrollo de DBP
(Jobe et al (2001) Am J Respir Crit Care Med 163: 1723-1729). La reduccion del nimero de alvéolos puede dar lugar
a una gran disminucién en el area superficial, que se ha asociado con una disminucién en la microvasculatura
pulmonar dismorfica. Estos cambios anatémicos se asocian con aumentos persistentes en los glébulos blancos de la
sangre y los niveles de citocinas en las muestras de las vias respiratorias (Jobe et al (2001) Am J Respir Crit Care
Med 163: 1723-1729).

La inflamacién también puede desempefiar un papel en el desarrollo de la DBP. Estan presentes multiples factores
proinflamatorios y quimiotacticos en los espacios de aire de los bebés prematuros ventilados, y estos factores se
encuentran en mayores concentraciones en los espacios de aire de los bebés que posteriormente desarrollan DBP
(Jobe et al (2001) Am J Respir Crit Care Med 163: 1723-1729). Otros factores que se consideran importantes para el
desarrollo de DBP incluyen: péptidos de tipo bombesina, hiperoxia, hipoxia, mala nutricién, tratamiento con
glucocorticoides y la sobreexpresion de las citocinas factor de necrosis tumoral a, TGF-a, IL-6 o IL-11 (Jobe et al
(2001) Am J Respir Crit Care Med 163: 1723-1729).

Diagnosticar la DBP generalmente comprende el seguimiento de la respiracion de un bebé durante las primeras
semanas de vida en busca de signos de retraso en el desarrollo pulmonar y una dependencia continua y/o
aumentada en la respiracion asistida. Las pruebas de diagnéstico que se pueden realizar para ayudar en el
diagnostico de DBP pueden incluir: analisis de oxigeno en sangre, radiografias de térax, y ecocardiogramas. La DBP
tradicionalmente se le ha diagnosticado cuando un bebé requiere oxigeno suplementario a las 36 semanas de edad
postmenstrual. Las definiciones mas recientes usadas en el diagnéstico y la definicion de DBP incluyen criterios
especificos para DBP “leve”, “moderada” y “grave” (Ryan, RM (2006) J Perinatology 26: 207-209).

El tratamiento de la DBP puede incluir un enfoque con mdltiple facetas para el tratamiento de los sintomas de la
enfermedad y proporcionar a los pulmones de un bebé la oportunidad de desarrollarse. Los tratamientos disponibles
actualmente pueden comprender: la administracion de surfactante para mejorar la aireacion del pulmén, ventiladores
mecanicos para compensar la insuficiencia respiratoria, oxigeno suplementario para asegurar el oxigeno adecuado
en sangre, medicamentos broncodilatadores para mejorar el flujo de aire en los pulmones, los corticosteroides para
reducir la hinchazon y la inflamacion de las vias respiratorias, control de fluido a evitar el edema pulmonar,
tratamientos para el conducto arterioso permeable, y una nutricion adecuada.

La administracidn de éxido nitrico a través de la inhalacién se ha demostrado que mejora el desarrollo del pulmén en
modelos animales bebés (Ballard et al (2006) N Engl J Med 355: 343-353). Sin embargo, la administracion de NO
mediante inhalacién es controvertida para sujetos humanos. Asi, de acuerdo con algunas realizaciones de la materia
dada a conocer aqui, la administracion de la citrulina a un sujeto que sufre de DBP para aumentar de este modo la
sintesis de NO in vivo puede proporcionar una alternativa a la inhalacién de NO como tratamiento para DBP.

Debido a sus efectos sobre arterias pulmonares existentes y en desarrollo, la hipoxia crénica provoca cambios
progresivos en la funcion y estructura de la circulacién pulmonar. Shimoda L, et al, Physiol Res (2000); 49: 549-
560; Subhedar, NV, Acta Paediatr suppl (2004); 444: 29-32. En ultima instancia, la hipoxia crénica da lugar a la
hipertensién pulmonar grave que culmina en la insuficiencia cardiaca del lado derecho y la muerte. Actualmente, la
terapia para la hipertension pulmonar en bebés que sufren de trastornos cardiopulmonares crénicos asociadas con
hipoxia persistente o episddica se limita en gran medida a la mejora de la enfermedad cardiopulmonar subyacente y
los intentos de lograr una oxigenacion adecuada. Abman, SH; Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed (2002) 87: F15-
F18; Allen, J. y ATS subcomittee AoP, Am J Respir Crit Care Med (2003) 168: 356-396; Mupanemunda, RH, Early
Human Development (1997) 47: 247-262; Subhedar, NV, Acta Paediatr suppl. (2004) 444: 29-32.

La citrulina es un intermedio clave en el ciclo de la urea y en la produccién de 6xido nitrico (NO). En el ciclo de la
urea, la citrulina es un precursor para la sintesis de novo de arginina. La arginina se puede desaminar a través de la
arginasa para producir urea, que posteriormente puede ser excretada para liberar el cuerpo de nitrégeno residual, en
particular amoniaco. Alternativamente, la arginina puede proporcionar la producciéon de NO a través de la O6xido
nitrico sintasa. Como tal, la funcién del ciclo de la urea intacta es importante no sélo para la excrecion de amoniaco,
sino en el mantenimiento de los niveles tisulares adecuados de arginina, el precursor de NO.

El 6xido nitrico es sintetizado por la 6xido nitrico sintasa utilizando arginina como sustrato. El factor limitante de la
velocidad en la sintesis de NO es la disponibilidad de arginina celular y la fuente preferida de arginina para la
sintesis de NO es bhiosintetizada de novo a partir de citrulina. La ruta sintética in vivo para la arginina comienza con
ornitina. La ornitina se combina con fosfato de carbamilo para producir citrulina, que a su vez se combina con
aspartato, en presencia de adenosina trifosfato, para producir argininosuccinato. En la etapa final, el fumarato se
separa de argininosuccinato, para producir arginina. La via de degradacion para la arginina es por la accion
hidrolitica de la arginasa para producir ornitina y urea. Estas reacciones forman el ciclo de la urea. Véase también la
Figura 1.

Como alternativa a la degradacion para la sintesis de urea, la arginina puede proporcionar el sustrato necesario para

la sintesis de NO a través de la 6xido nitrico sintasa. Ademas, la citrulina exégena puede entrar en el ciclo de la urea
y preparar la sintesis in vivo de la arginina, que puede preparar posteriormente la sintesis de NO. Por consiguiente,
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la administracién de la citrulina en sujetos susceptibles o diagnosticados con DBP puede aumentar la sintesis de
arginina y, posteriormente, aumentar la produccion de NO para evitar de ese modo y/o tratar DBP.

I. PROCEDIMIENTOS TERAPEUTICOS

La presente materia divulgada proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad de citrulina
eficaz para su uso en el tratamiento de sujetos con riesgo de sufrir o que sufren de displasia broncopulmonar. La
composicion puede formularse para administracion oral, administracion intravenosa, o una combinacion de los
mismos.

La presente materia divulgada proporciona composiciones y su uso para tratar DBP en un sujeto. En algunas
realizaciones, el sujeto a tratar es un sujeto que sufre de una afeccién aguda asociada con DBP. Los ejemplos
representativos de tales condiciones se describen en el presente documento anteriormente.

También se describen en este documento procedimientos y composiciones para el tratamiento de la hipertension
pulmonar inducida por hipoxia crénica y/o complicaciones asociadas en un sujeto. Una cantidad eficaz de citrulina u
otro precursor de NO se administra a un sujeto que padece de la hipertensién pulmonar inducida por hipoxia crénica
y/lo complicaciones asociadas y/o en riesgo de sufrir complicaciones asociadas con la hipertension pulmonar
inducida por hipoxia croénica. El precursor de NO puede ser seleccionado del grupo que incluye, pero no limitado a, la
citrulina, un precursor que genera citrulina in vivo, arginina, un precursor que genera arginina in vivo, o
combinaciones de los mismos. La citrulina u otro precursor de NO se pueden administrar por via oral. La citrulina u
otro precursor de NO se pueden administrar por via intravenosa. El sujeto a tratar puede ser un sujeto que sufre de
una afeccion aguda asociada a la hipertension pulmonar inducida por hipoxia crénica. Los ejemplos representativos
de tales afecciones se describen en el presente documento anteriormente.

El precursor de 6xido nitrico anterior puede comprender al menos uno de citrulina, un precursor que genera citrulina
in vivo, una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y combinaciones de los mismos. Véase la Figura 1. El
precursor de Oxido nitrico puede seleccionarse del grupo que incluye, pero no limitado a, citrulina, arginina, o
combinaciones de los mismos. El precursor de 6xido nitrico, tal como citrulina, se puede administrar por via oral. El
precursor de 6xido nitrico, tal como citrulina, se puede administrar por via intravenosa.

En algunas realizaciones, el sujeto sufre de hipocitrulinemia. En algunas realizaciones la hipocitrulinemia se
caracteriza por niveles de citrulina en plasma de < 37 umol/litro, en algunas realizaciones, < 25 pmol/litro, en algunas
realizaciones, < 20 pmol/litro, en algunas realizaciones, < 10 umol/litro, en algunas realizaciones, <5 pmol/litro.

En algunas realizaciones, el sujeto que sufre de una afeccion, tal como se describe en el presente documento, sufre
de hipocitrulinemia relativa. El término "hipocitrulinemia relativa" se refiere a un estado en que el sujeto que sufre de
una afeccion tiene citrulina en plasma reducida en comparacion con un sujeto que no padece de una afeccion.

Tal como se utiliza aqui, la frase "tratar" se refiere tanto a intervencion disefiada para mejorar una afeccién en un
sujeto (por ejemplo, después de la iniciacién de un proceso de la enfermedad o después de una lesion), para
mejorar las complicaciones relacionadas con la afeccion en el sujeto, asi como a las intervenciones que estan
disefiadas para prevenir la afeccion en el sujeto. Dicho de otra manera, el término "tratar" y las variantes
gramaticales del mismo deben ser interpretados en sentido amplio para abarcar significados que se refieren a
reducir la gravedad de y/o a curar una afeccion, asi como los significados que se refieren a la profilaxis. En este
Ultimo aspecto, "tratar" puede referirse a "prevenir" en cualquier grado, tal como, pero no limitado a, en un sujeto en
riesgo de sufrir una afeccion, o de otra manera, de aumentar la capacidad del sujeto para resistir el proceso de la
afeccion.

El sujeto tratado con la materia aqui descrita en sus muchas realizaciones es deseablemente un sujeto humano,
aunque debe entenderse que los principios de la materia aqui descrita indican que la materia aqui descrita es eficaz
con respecto a todas las especies de vertebrados, incluyendo vertebrados de sangre caliente, tales como mamiferos
y aves, que pretenden ser incluidos en el término "sujeto”. En este contexto, un mamifero se entiende que incluye
cualquier especie de mamifero en la que el tratamiento es deseable, tales como, pero no limitado a, especies de
mamiferos agricolas y domésticos.

Por lo tanto, se proporciona el tratamiento de mamiferos, tales como seres humanos, asi como aquellos mamiferos
de importancia debido al peligro de extincién (tales como los tigres de Siberia), de importancia econémica (animales
criados en granjas para el consumo por los seres humanos) y/o de importancia social (animales mantenidos como
mascotas 0 en zoolégicos) para los humanaos, por ejemplo, carnivoros distintos de los humanos (tales como gatos y
perros), porcinos (cerdos, puercos y jabalies), rumiantes (tales como ganado, bueyes, ovejas, jirafas, ciervos,
cabras, bisontes y camellos) y caballos. También se proporciona el tratamiento de aves, incluyendo el tratamiento de
aquellos tipos de aves que estan en peligro de extincion, las mantenidas en zoolégicos, asi como aves, y mas
particularmente aves domesticadas, es decir, aves de corral, tales como pavos, pollos, patos, gansos, gallina de
Guinea, y similares, ya que también son de importancia econémica para los humanos. Por lo tanto, se proporciona el
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tratamiento de ganado, incluyendo, pero no limitado a, cerdos domesticados (cerdos y puercos), rumiantes, caballos,
aves de corral, y similares.

Il. COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Una dosis eficaz de una composicién de la materia aqui descrita se administra a un sujeto en necesidad de la
misma. Una "cantidad eficaz" es una cantidad de una composicion suficiente para producir una respuesta medible
(por ejemplo, una respuesta bioldgica o clinicamente relevante en un sujeto que esta siendo tratado). Los niveles de
dosificacién reales de los ingredientes activos en las composiciones de la materia aqui descrita se pueden variar con
el fin de administrar una cantidad del compuesto o compuestos activos que es eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un sujeto particular. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de la actividad de la
composicion terapéutica, la via de administracion, la combinacion con otros farmacos o tratamientos, la gravedad de
la afeccion a tratar, y la condicion e historia médica previa del sujeto que esta siendo tratado. A modo de ejemplo y
no de limitacién, las dosis de las composiciones se pueden iniciar a niveles inferiores a los requeridos para lograr el
efecto terapéutico deseado y para aumentar gradualmente la dosificacion hasta que se consigque el efecto
deseado. La potencia de una composicion puede variar y por lo tanto puede variar una "cantidad eficaz".

Después de la revision de la descripcién de la materia aqui descrita presentada en el presente documento, un
experto en la técnica puede adaptar la dosis a un sujeto individual, teniendo en cuenta la formulacién particular, el
procedimiento de administracion a utilizar con la composicion y la enfermedad particular tratada. Otros célculos de la
dosis pueden considerar la altura y el peso del sujeto, el sexo, la gravedad y la etapa de los sintomas, y la presencia
de condiciones fisicas perjudiciales adicionales.

A modo de ejemplos adicionales, la cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con los materiales
portadores para producir una forma de dosificacién Unica variara dependiendo del sujeto a ser tratado y del modo
particular de administracion.

La citrulina se administra en algunas realizaciones en una dosis que varia de aproximadamente 0,01 mg a
aproximadamente 1000 mg, en algunas realizaciones en una dosis que varia de aproximadamente 0,5 mg a
aproximadamente 500 mg, y en algunas realizaciones en una dosis que varian de aproximadamente 1,0 mg a
aproximadamente 250 mg. La citrulina se puede administrar también en algunas realizaciones en una dosis que
varia de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 30.000 mg, y en algunas realizaciones en una dosis que
varia de aproximadamente 250 mg a aproximadamente 1000 mg. Una dosis representativa es 3,8 g/m2/dia de
citrulina (equivalentes molares, PM de L-citrulina 175,2, PM de L-arginina 174,2).

Las soluciones de citrulina intravenosas representativas pueden comprender una soluciéon de 100 mg/ml (10%). Las
dosis de citrulina intravenosas representativas pueden comprender 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg y 800
mg/kg. En algunas realizaciones, por ejemplo, pero no limitado a, una dosis de 600 o 800 mg/kg, la dosis se puede
disminuir en una cantidad que variaba entre 50 mg/kg y 100 mg/kg para mitigar los efectos no deseados observados
sobre la presién arterial sistémica. En algunas realizaciones, las dosis se pueden administrar una 0 mas veces
durante un periodo determinado de tiempo, tal como un dia.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica comprende una cantidad de citrulina eficaz para elevar el
nivel de citrulina en plasma para tratar una afeccion, tal como se describe aqui, en un sujeto. En algunas
realizaciones, el nivel se determina mediante la comparacién de los niveles de citrulina en plasma en un sujeto a ser
tratado con los observados en un sujeto que no padece la enfermedad. En algunas realizaciones, la cantidad de
citrulina es eficaz para elevar el nivel de citrulina en plasma en un sujeto a al menos 5 umol/litro, opcionalmente al
menos 10 pumol/litro, opcionalmente al menos 20 pumol/litro, opcionalmente al menos 25 umol/litro, y opcionalmente
de aproximadamente 37 pmol/litro.

En algunas realizaciones, la materia aqui descrita proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden
citrulina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un portador farmacéuticamente aceptable en seres
humanos. En algunas realizaciones, la materia aqui descrita proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden citrulina en dosis tal como se describe anteriormente.

Una composicion de la materia aqui descrita se administra tipicamente por via oral o parenteral en formulaciones de
dosificaciéon unitaria que contienen portadores, adyuvantes y vehiculos estandar no téxicos farmacéuticamente
aceptables, segin se desee. El término "parenteral”, tal como se usa en este documento, incluye inyeccion
intravenosa, inyeccion intraarterial intramuscular, o técnicas de infusion.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, se formulan
de acuerdo con la técnica conocida usando agentes de dispersion o humectantes adecuados y agentes de
suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable estéril en un
diluyente o disolvente aceptable no tdxico, por ejemplo, como una solucion en 1,3-butanodiol.
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Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua, solucion de Ringer y solucion
isoténica de cloruro sédico. Ademas, los aceites fijos estériies se emplean convencionalmente como medio
disolvente o de suspension. Para este proposito se puede emplear cualquier aceite fijo blando, incluyendo
monoglicéridos o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos, tales como acido oleico son dutiles en la
preparacion de inyectables. Los vehiculos de ejemplo incluyen soluciones salinas neutras tamponadas con fosfato,
lactato, Tris y similares.

En una realizacion representativa, las dosis se pueden administrar a un sujeto varias veces durante un periodo de
tratamiento relevante, incluyendo, pero no limitado, a 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dosis.

Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifico para cualquier sujeto particular dependera de una
variedad de factores incluyendo la edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, tiempo de administracion, via de
administracion, velocidad de excrecion, combinacién de farmacos y la gravedad de la enfermedad particular bajo
terapia.

EJEMPLOS

Los siguientes Ejemplos se han incluido para ilustrar los modos representativos de la materia aqui descrita. A la luz
de la presente descripcién y el nivel general de capacidad en la técnica, los expertos entenderan que los siguientes
Ejemplos pretenden ser ejemplares Gnicamente en que numerosos cambios, modificaciones y alteraciones se
pueden emplear sin apartarse del espiritu y alcance de la materia aqui descrita.

EJEMPLOS 1-4

Los siguientes Ejemplos evaluan si la suplementacién oral con L-citrulina durante la exposicion de los lechones
recién nacidos a 10 dias de hipoxia crénica impediria el desarrollo de la hipertensién pulmonar y la reduccién
concomitante en la produccion de NO.

PROCEDIMIENTOS EMPLEADOS EN LOS EJEMPLOS 1-4
CUIDADO DE ANIMALES

Se estudiaron un total de 17 lechones hip6xicos y 17 de control. Véase la figura 2. Los animales de control se
estudiaron en el dia de la llegada de la granja a los 12 dias de edad. Los cerdos con hipoxia (2 dias de edad) se
colocaron en una camara hipoéxica normobarica durante 10 a 11 dias. La hipoxia normobarica se proporcioné con
aire comprimido y nitrégeno para crear oxigeno inspirado de 8-11% (PO260-72 Torr) y el CO2 se mantuvo a 3-6 Torr
mediante absorcidn con la cal sodada. Los animales se controlaron con los pesos diarios y el examen fisico dos
veces al dia. Fueron alimentados ad libitum con sustituto de leche cerda desde un dispositivo de alimentacion en la
jaula.

SUPLEMENTACION CON L-CITRULINA

Seis de los diecisiete lechones hipdxicos fueron suplementados con L-citrulina oral empezando en el primer dia de la
exposicion hipdéxica. Ver Figura 2. La suplementacion con L-citrulina se proporcioné a una dosis de 0,13 g/kilogramo
de peso corporal dos veces al dia usando una jeringa para administrar la dosis por via oral. Si le parecia al personal
de estudio que los lechones no habian ingerido la mayor parte de una dosis, se repiti6. La L-citrulina se mezclé
usando una preparacion (Sigma Pharmaceuticals, St. Louis, Missouri, Estados Unidos de América, 98% de pureza) a
una concentracion de 0,13 gramos por mililitro de agua destilada y cuando se disolvio completamente pasando esta
solucion a través de un filtro de 0,20 micras.

HEMODINAMICA IN VIVO

Se midi6 la hemodinamica in vivo en 6 de los lechones de control y todos los lechones con hipoxia. Véase la Figura
2. Para estas mediciones, los animales se pesaron y a continuacion se preanestesiaron con ketamina (15 mg/kg) y
acepromazina (2 mg/kg) por via intramuscular. Se colocaron a continuaciéon una traqueotomia, catéteres venosos y
arteriales, y el termistor, tal como se describe previamente usando pentobarbital intravenoso para la sedacion. Fike,
CD et al, J Appl Physiol (2000) 88: 1797-1803. Se midieron la presién arterial pulmonar, la presion diastélica final
ventricular izquierda y el gasto cardiaco. ElI gasto cardiaco se midi6 mediante una técnica de termodilucion
(ordenador para el gasto cardiaco mediante termodilucion modelo 9520, Edwards Laboratory, Irvine, California,
Estados Unidos de América), utilizando un termistor en el arco aértico y el catéter de ventriculo izquierdo como
puerto de inyeccion. El gasto cardiaco se midi6 en la espiracién final como la media de tres inyecciones de 3 ml de
solucién salina normal (0°C). EI NO exhalado se midi6 como se describe a continuacion. Durante las mediciones in
vivo, los animales fueron ventilados con aire a temperatura ambiente usando un ventilador de tipo piston en un
volumen tidal de 15-20 cc/kg, presion de la espiracion final de 2 mmHg y una frecuencia respiratoria de 15-20
respiraciones por minuto.
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MEDICION DE OXIDO NiTRICO EXHALADO

Para la medicién de NO exhalado en animales anestesiados, se tomaron muestras del gas de espiracion dos a tres
veces durante periodos de 3 minutos cada uno y pasaron a través de un analizador de quimioluminiscencia (modelo
270B NOA,; Sievers, Boulder, Colorado, Estados Unidos de América) para medir la concentracion de NO, tal como se
describié previamente. Fike, CD, et al, American Journal of Physiology (Lung, Cellular and Molecular Phisiology 18)
(1998) 274: L517-L526. La produccion de NO exhalado (nmol/min) se calculé utilizando la ventilaciéon por minuto y la
concentracion de No exhalado medido.

PERFUSIONES DE PULMONES AISLADOS

Los pulmones fueron aislados y perfundidos in situ con una solucién de bicarbonato de Krebs Ringer (KRB) que
contenia 5% de dextrano, peso molecular 70.000, a 37°C y se ventilaron con una mezcla de gases normoxicos (21%
de O2y 5% de COz2) como se ha descrito previamente. Fike, CD et al, J Appl Physiol (2000) 88: 1797-1803. Los
pulmones se perfundieron durante 30-60 min hasta que se alcanz6 una presion arterial pulmonar estable. A
continuacion, se extrajeron muestras de perfundido (1 ml) de la canula atrial izquierda cada 10 minutos durante un
periodo de 60 minutos. Las muestras de perfundido se centrifugaron y el sobrenadante se almacené a -80°C para el
analisis futuro de concentraciones de nitrito/nitrato (NOx’), tal como se describe a continuacién. Al final de la
perfusién, se midié el volumen de perfundido que quedaba en el circuito y el depdsito. En algunos casos, se recogio
el tejido pulmonar inmediatamente después de la perfusion, se congelé con nitrégeno liquido y a continuacion se
almaceno a -80 grados para la medicién posterior del contenido de eNOS, tal como se describe a continuacion.

MEDICION DE NOX-

Se utilizé6 un andlisis de quimioluminiscencia descrito previamente para determinar la concentracion de NOx
perfundida (nmol/ml) en cada momento de recogida. Fike, CD et al, J Appl Physiol (2000) 88: 1797-1803; Turley, JE
et al, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol (2003) 284: L489-L500. Se inyect6 el perfundido (20 pl) en la camara de
reaccion de un analizador de NO por quimioluminiscencia (modelo 170B NOA, Sievers). La camara de reaccién
contenia cloruro de vanadio (Ill) en HCI 1 M calentado a 90°C para reducir el nitrito y nitrato a gas NO. El gas NO se
transport6 al analizador utilizando un flujo constante de gas Nz a través de una trampa de burbujas de gas que
contenia NaOH 1 M para eliminar el vapor de HCI. Se gener6 una curva estandar mediante la adicién de cantidades
conocidas de NaNOs a agua destilada y ensayando, tal como se ha descrito, para las muestras de perfusion.

La concentracién de NOx perfundida (nmol/ml) se calcul6 para cada momento de recogida multiplicando la
concentracion perfundida de NOx en ese momento de recogida de la muestra por el volumen del sistema (circuito
de perfusién + depdsito) en el momento de recogida de muestras mas la cantidad de NOx extraida con todas las
muestras anteriores. La velocidad de produccion de NOx se determind a partir de la pendiente de una linea de
regresion lineal ajustada a la cantidad de NOx™ en el perfundido frente al tiempo durante los primeros 60 minutos del
periodo de recogida.

MEDICIONES DE AMINOACIDOS EN PLASMA

En el dia de las mediciones hemodinamicas y/o el estudio de perfusién de pulmén, para animales de control y
animales hipoxicos crénicos tratados y no tratados con L-citrulina, se extrajo sangre antes de iniciar el estudio y el
plasma se congelé a -80 grados para la determinacién posterior de los niveles de aminoacidos. Para los animales
hipéxicos tratados con L-citrulina, el momento de obtencién de la muestra de sangre fue de aproximadamente 12
horas después de la Gltima dosis de L-citrulina, asi que era un nivel minimo. En algunos de los animales tratados con
L-citrulina (n = 3), después de tomar muestras de sangre para un nivel minimo, se suministré una dosis de L-citrulina
a través de sonda nasogastrica. Después de esta dosis, se extrajeron muestras de sangre cada 30 minutos durante
90 minutos (la duracion de los estudios in vivo). Todas las muestras se centrifugaron, el plasma se recogié y se
congeld a -80 grados para analisis de aminoacidos.

Las concentraciones de citrulina y arginina en plasma se determinaron mediante andlisis de aminoacidos de
extractos libres de proteinas. Los aminoacidos se separaron mediante cromatografia de intercambio catidénico
utilizando un analizador de aminoacidos Hitachi L8800 (Hitachi USA, San Jose, California, Estados Unidos de
América). La calibracion del analizador se realizé antes de la prueba de las muestras de los lechones.

TRANSFERENCIA WESTERN DE ENOS EN TEJIDO PULMONAR

Usando una técnica de inmunotransferencia estandar, tal como se describe anteriormente, se analizaron muestras
de homogeneizado de pulmén enteros de animales de controles (n = 3), animales hipoxicos sin tratar (n = 3) y
animales hipéxicos tratados con L-citrulina (n = 3) para eNOS. Se utilizaron 10 microgramos de proteina total, una
diluciéon de anticuerpo eNOS primarios de 1:500 (transduccién de DB) y una diluciéon de anticuerpo secundario anti-
raton conjugado con peroxidasa de rabano picante de 1:5000. Fike, C.D., et al, American Journal of Physiology
(Lung, Cellular and Molecular Physiology 18) (1998) 274: L517-L526.
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CALCULOS Y ESTADISTICAS

La resistencia vascular pulmonar se calculé a partir de mediciones hemodinamicas in vivo: (presién arterial pulmonar
— presion diastdlica final ventricular izquierda) + (gasto cardiaco/peso corporal).

Los datos se presentan como promedio + SE. EIl ANOVA de una via con la prueba de comparacién post hoc de
diferencia minima significativa protegida de Fisher (PLSD) se utilizé para comparar los datos entre los animales de
control, animales hipoxicos sin tratar y animales hipdxicos tratados con L-citrulina. Un valor de p menor de 0,05 se
considero significativo. Meier, U., Pharm Stat (2006) 5: 253-263.

EJEMPLO 1
MEDICIONES HEMODINAMICAS IN VIVO

Los animales hipdxicos crénicos tratados y no tratados con L-citrulina tuvieron un gasto y peso cardiaco menores y
medidas de PDFVI mas altas en el dia de estudio a los 12-13 dias de vida que los lechones de control de edad
comparables (Tabla 1). Las mediciones de presion adrtica y los indices de gases en sangre fueron similares
(paO2 fue de 74 + 5 Torr en lechones de control, 74 + 8 Torr en lechones hipdxicos no tratadas y 78 + 7 Torr en
lechones hipéxicos tratados con L-citrulina; paCO2 fue de 39 + 2 en el lechones de control, 41 + 4 en lechones
hipéxicos no tratados y 30 + 1,0 en lechones hipoéxicos tratados con L-citrulina) entre los grupos. Cabe destacar que,
tal como se muestra en la Figura 3, los animales hipdxicos tratados con L-citrulina tenian una presion arterial
pulmonar significativamente mas baja que los animales hipoxicos no tratados (valor de p de 0,01). Las presiones
arteriales pulmonares no fueron diferentes entre los controles norméxicos y los animales hipdxicos tratados con L-
citrulina (p = 0,08).

Ademas, tal como se muestra en la Figura 4, la resistencia vascular pulmonar calculada en aquellos animales
hipoxicos tratados con L-citrulina (0,071 + 0,003) fue significativamente mas baja que la de los animales hipdxicos no
tratados (valor de p de 0,001). Ademas, las resistencias vasculares pulmonares fueron similares en animales
hipéxicos tratados con L-citrulina y controles norméxicos (valor de p de 0,07).

EJEMPLO 2
SALIDA DE NO EXHALADO Y NOX PERFUNDIDO

Tal como se muestra en la Figura 5, la salida de NO exhalado en los animales de controles y animales hipdxicos
tratados con L-citrulina fue mas alta que la salida de NO exhalado en animales hipoxicos no tratados (valores de p
de 0,001 y 0,032 respectivamente). Sin embargo, la salida de NO exhalado no fue diferente entre los animales de
control y animales hipoxicos tratados con L-citrulina (p = 0,124).

Tal como se muestra en la Figura 6, los pulmones de animales de control (p = 0,02) y animales hipdxicos tratados
con L-citrulina (p = 0,04) tenian velocidades de acumulacion de NOx significativamente mas altas que los pulmones
de los animales hipoxicos no tratados. Ademas, no hubo diferencia en la velocidad de acumulacion de NO- entre los
pulmones de animales hipéxicos tratados con L-citrulina y controles norméxicos.

EJEMPLO 3
AMINOACIDOS EN PLASMA

Tal como se muestra en la Tabla 2, aunque no alcanzé una significacion estadistica (p = 0,05), los niveles
plasmaticos de L-citrulina en lechones hipdxicos crénicos no tratados fueron menores que los niveles de L-citrulina
en lechones hipoxicos tratadas. Ademas, cuando se representa noventa minutos después de una dosis, los niveles
de L-citrulina en animales hipoxicos tratadas fueron casi dos veces los de los animales hipdxicas crénicos no
tratados (p = 0,001). Sin embargo, independientemente del momento en que se extrajo la muestra, los niveles de
arginina en plasma no fueron mayores en animales hipéxicos crénicos tratados con L-citrulina en comparacién con
los animales hipdxicos no tratados.

EJEMPLO 4
TRANSFERENCIA WESTERN PARA PROTEINA ENOS EN PULMON

Tal como se muestra en las figuras 7A y 7B, la cantidad de proteina eNOS presente en el tejido pulmonar de los
animales de control fue significativamente mayor que la presente en los pulmones de animales hipoxicos no
tratados. Ademas, la cantidad de proteina eNOS presente en el tejido pulmonar de lechones hipéxicos tratados con
L-citrulina no fue significativamente diferente de la de los animales hipoxicos no tratados y fue significativamente
menor que los niveles de proteina eNOS en los animales de control.
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TABLA 1

DATOS PARA LECHONES DE CONTROL, CRONICAMENTE HIPOXICOS Y CRONICAMENTE HIPOXICOS

TRATADOS CON L-CITRULINA

N = ndmero de animaes, los valores son promedios + SEM, * p <0,05 frente a controles, ANOVA con test de
comparacion post-hoc

Grupo de Peso a los 12 Presién adrtica LVEDP (cm Gasto cardiaco pH arterial
tratamiento dias de vida (cm H20) H20) (ml/min/kg)
(kg)
Controles N =6 3,94 +£0,3 91+0,8 5206 414 +£43 7,38 £0.05
Hipoxicos 2,76 £ 0,15* 100+4 7,4 +0,5% 244 + 16* 7,38 £0.01
crénicos N = 11
Hipodxicos con 2,6 +£0,09* 97 +6 7,2 +0,4* 270 £ 41* 7,36 +0,02
citrulina N = 6
TABLA 2

NIVELES DE AMINOACIDOS EN PLASMA LECHONES DE CONTROL, CRONICAMENTE HIPOXICOS Y
CRONICAMENTE HIPOXICOS TRATADOS CON L-CITRULINA

Grupo de tratamiento Citrulina Arginina
Controles N = 10 71+6, 112 £ 16
Hipoxico crénico N = 8 111 +23 51 +10*
Hipoxico tratado con L-citrulina: 161 + 5* 39 +10*
punto minimo N= 6

Hipdxico tratado con L-citrulina: 219 £ 36*t 43 +£5
90 min N=3

N = nimero de animales, los valores son promedio + SEM, *p <0,05 vs. controles, T p < 0,05 vs. hipdxicos cronicos
no tratados, ANOVA con el test de comparacién post-hoc, nivel en plasma citrulina minima - aproximadamente doce
horas después de la dosis de L-citrulina, citrulina 90 min - nivel en plasma 90 minutos después de la administracién
de la dosis de L-citrulina.

DISCUSION DE EJEMPLOS

En los Ejemplos 1-4, se encontré que la suplementacion de L-citrulina mejora el desarrollo de hipertensiéon pulmonar
en lechones recién nacidos expuestos a 10 dias de la hipoxia crénica. Otros hallazgos de este estudio son que las
velocidades de produccion de NO exhalado y de acumulacién de NOx vascular pulmonar son mayores en los
lechones hipoxicos tratados con L-citrulina que en lechones hipéxicos no tratados. Por lo tanto, estos resultados
demuestran que la suplementacion de L-citrulina aumenté significativamente la produccion de NO pulmonar. La
cantidad de proteina eNOS no fue mayor en los animales hipéxicos tratados.

Aungue no se desea estar ligado por ninguna teoria particular de operacion, el mecanismo por el cual la L-citrulina
media un aumento en la produccion de NO se cree es aumentando la cantidad de L-arginina disponible como
sustrato para eNOS. Los niveles plasmaticos de arginina en los animales tratados con L-citrulina en los presentes
ejemplos no aumentaron significativamente en comparacién con los animales hipéxicos no tratados. Esta
discordancia entre la arginina intracelular y la produccion de NO, denominada una "paradoja de arginina", parece
estar presente en vista del aumento de la produccidon de NO a pesar de los niveles de arginina en plasma sin
cambios observados con la administracion de L-citrulina en los presentes ejemplos. La L-citrulina es un intermedio
del ciclo de la urea metabolizada a la arginina mediante una via de reciclaje de dos enzimas, la argininosuccinato
sintasa (AS) y la argininosuccinato liasa (AL). Se ha encontrado que estas dos enzimas, AS y AL, estan cosituadas
con eNOS en las células endoteliales pulmonares. Boger, RH, Curr Opin Clin Nutr and Met Care (2008) 11: 55-
61. Se cree que estas enzimas juntas producen un grupo subcelular separado de arginina utilizado exclusivamente
para la sintesis de NO. Los niveles de arginina en tejido y plasma no pueden medir con precisién este grupo
subcelular.

La L-citrulina también podria haber mejorado la producciéon de NO y la funcion eNOS mediante mecanismos
adicionales. De nuevo, aunque no se desea estar ligado por ninguna teoria particular de operacion, otra potencial
accion de L-citrulina en los presentes ejemplos es la prevencién de la disociacion de eNOS mediante el
mantenimiento de los niveles adecuados de su sustrato de arginina.

De nuevo, aunque no se desea estar ligado por ninguna teoria particular de operacion, la L-citrulina podria también
haber afectado a la biodisponibilidad de NO mediante la compensacién del aumento de la degradacion de
NO. Durante la exposicion a la hipoxia crénica, la produccién de superdxido podria aumentar de fuentes enzimaticas
distintas de eNOS, tales como NADPH oxidasa. Liu, et al, Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol (2006) 290: L2-
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L10. Esta produccion de exceso de superéxido podria haber interactuado directamente con el NO para reducir su
produccién local. En este caso, es posible que el suministro de L-citrulina permitié una produccién de NO suficiente
para compensar la reduccién mediada por superéxido.

En resumen, los presentes ejemplos muestran que la L-citrulina mejora la hipertension pulmonar inducida por hipoxia
cronica en los lechones recién nacidos. También se proporciona evidencia de que la eficacia de la citrulina es debido
al aumento de la produccién de NO. Por lo tanto, la L-citrulina es una terapia Gtil en los recién nacidos en riesgo de
desarrollar hipertension pulmonar debido a la hipoxia crénica o intermitente sin resolver.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad de citrulina eficaz para usar en el tratamiento de sujetos
con riesgo de sufrir o que sufren displasia broncopulmonar.

2. Composicién para usar, segln la reivindicaciéon 1, en la que la composicién se formula para administracion oral,
administracion intravenosa o una combinacion de las mismas.

3. Composicion para usar, segun la reivindicacion 1, en la que el sujeto es un bebé.
4. Composicion para usar, segln la reivindicacion 3, en la que el bebé es un recién nacido prematuro.

5. Composicion para usar, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la citrulina se administra en una
dosis que varia de 100 mg a 30.000 mg.

6. Composicion para usar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la citrulina se administra en una
dosis que varia de 250 mg a 1.000 mg.

7. Composicion para usar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el sujeto padece hipocitrulinemia
caracterizada por niveles de citrulina en plasma de < 37 umol/litro.

8. Composicioén para usar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la cantidad de citrulina es eficaz
para elevar el nivel de citrulina en plasma en un sujeto a al menos 5 pmol/litro, opcionalmente al menos 10 umol/litro,
opcionalmente al menos 20 umol/litro, opcionalmente al menos 25 umol/litro, y opcionalmente 37 umol/litro.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7B
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