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RESUMO

«COMPOSIGAO TERAPEUTICA E UTILIZAGAO»

o uso de formulagdes liguidas na preparagdo de um

medicamento para prevencado e tratamento de infecgdes orais,

gastricas e digestivas e em particular para a prevengdo de
pneumonia assocliada a ventilacdo mecanica, assim  como

ventilacdo mecénica.



DESCRICAQ

«COMPOSIGAO TERAPEUTICA E UTILIZAGAO»

[0001] A presente invencdo refere-se ao uso de formulacgdes
ligquidas na preparacdao de um medicamento para prevencao e
tratamento de infecg¢des orais, gdstricas e digestivas e, em
particular, para a prevencao de pneumonia associada a
ventilacdo mecédnica, assim como composicgdes liquidas de
alimentacéo artificial entérica e parentérica. As
composigdes de alimentacdao sao adequadas para uso na

prevencdo da pneumonia associada a ventilacgdo mecénica.

[0002] O 6xido nitrico é formado naturalmente no estdmago a
partir de uma reaccdo do nitrito presente na saliva em

combinag¢do com o adcido no estdmago.

[0003] Considera-se gue producdo de NO a partir de nitrito

ocorre através do seguinte mecanismo:

NO,z + Ht < HNO,, [1]

2HNO, © N203 + H20 [2]

N»O3 € NO + NO» [3]

[0004] Pensa-se que o acido géastrico no estdmago pode néao
ser suficiente para destruir microrganismos e, assim, qgue
a produgcédo de NO no estdmago pode ajudar a matar estes
microrganismos (McKnight et al, Chemical synthesis of
nitric oxide in the stomach from dietary nitrate in

humans. Gut 1997;40(2) :211-4).



[0005] Tem havido muito interesse nos ultimos anos em
aplicacdes farmacéuticas de 6xido nitrico [NO] e
precursores de 6xido nitrico. O ¢6xido nitrico revelou
possuir propriedades antimicrobianas, revistas por F. C.

Fang (1997) (J. Clin. Invest. 99 (12) 2818-2825 (1997)).

[0006] A publicacgdo WO03/032928 concluiu que & possivel
formular solugdes nas gquals uma quantidade clinicamente
eficaz de ¢xido nitrico é dissolvida ou dispersa. Estas
solugbes sao entdao nebulizadas para pulverizagcdo para oS
pulmdes para tratamento de determinadas doengas

respiratdrias.

[0007] Existem varias outras divulgacgdes que também

abordam o fornecimento artificial de ¢éxido nitrico.

[0008] A publicacdo WO 95/22335 (Benjamin & Dougal)
divulga uma forma farmacéutica para o tratamento de
doencgas bacterianas, virais ou fungicas que compreende um
agente acidificante farmaceuticamente aceitéavel, uma
fonte farmaceuticamente aceitéavel de 1ides nitrito ou um
precursor de nitrato destes, e um veiculo ou diluente
farmaceuticamente aceitdvel, em que o agente acidificante
¢ adaptado para reduzir o pH no ambiente em que € usado
para menos de pPH 4. Preferencialmente, o) agente
acidificante ¢é um &cido orgénico, por exemplo, acido
salicilico ou é&cido ascérbico. O precursor para o iao
nitrito pode ser um metal alcalino ou metal alcalino-
terroso capaz de conversao para nitrato por acgédo
enzimatica. Numa forma particularmente preferida da
invencdo, o© agente acidificante e a fonte de ides nitrito

ou Pprecursor sao, assim, dispostos separadamente no



referido creme ou pomada para a mistura libertar ides
nitrito no ambiente de wutilizacdo. Em alternativa, uma
composicdo &cida pode ser apresentada para administracéo

sob a forma liquida ou comprimida.

[0009] A publicagcdo US-A-5648101 (Tawashi) divulga um
método para administrar gads de NO a um local pretendido
ou ao organismo de um animal senciente, e.g. um humano,
compreendendo combinar e pbdr em reaccdo um sal soluvel
redutor, de preferéncia sulfato de ferro, e um nitrito,
de preferéncia nitrito de sdédio, na presenca de humidade
in situ ou adjacente a esse local. Os meios para essa
administracéao incluem composicdes como comprimidos,
cédpsulas, pomadas, cremes, logcdes e sprays contendo
misturas de particulas ou granulos dos dois reagentes,
adesivos transdérmicos e bombas osméticas para combinar

solugdes de reagente ou reagentes in situ.

[0010] Wink et al, The role of nitric oxide chemistry in
cancer treatment, (Biochemistry (Moscow) 802-
809;63(7):1998) divulga o efeito do ¢éxido nitrico em
tumores de mamiferos. Divulgacgdes actuais no campo do
tratamento oncoldégico referem a produgdo enddgena de
6xido nitrico. As tentativas de aumentar a disponibilidade
local tém-se limitado a intervengdes nao directas, como por
exemplo, administracdo de precursores do 6xido nitrico (L-
arginina) e manobras para aumentar a
semivida/biodisponibilidade do ¢xido nitrico enddgeno

através da modulacdo temporédria das vias de degradacgéo.

[0011] Outros métodos clinicos envolvendo a utilizacdo de

precursores de NO s&o divulgados na publicacdo WO-A-



99/02148, WO-A-95/09612 e Chemical Abstracts; 127:130755,
B.H. Cuthbetson et al, British Journal of Anaesthesia,

(1977), 78(6), 714-717.

[0012] O uso tépico de déxido nitrico gasoso e precursores
de 6xido nitrico como antimicrobianos também €& conhecido.
A publicagcdo WO-A-01/53193 divulga o wuso de nitrito
acidificado para produzir ¢éxido nitrico topicamente na
superficie da pele. O tratamento ¢é¢ Util no tratamento da

isquemia e doengas associadas.

[0013] Em aplicacdes toépicas a pele de nitrito em
concentragdes até 20% num creme ou pomada veiculo inerte,
o nitrito, gquando misturado com um acido orgdnico como o©
dcido ascdédrbico (vitamina C), reage para produzir oéxidos
de nitrogénio que causam a libertacdo de 6xidos nitricos
conduzindo a vasodilatacdo prolongada dos vasos sanguineos

micro-circulatdérios, sem inflamacdo significativa.

[0014] Revisbes uteis do uso de NO na terapéutica séo
fornecidas nos seguintes artigos: Chemical Abstracts;
134:216558, W.E. Hurford et al, Nitric Oxide, (2000),
931-945; Chemical Abstracts; 128:21192, M. Andresen et al,
Revista Medica de Chile, (1997), 125 (8) 934-938; Chemical
Abstracts; 124:44545, M. Beghetti et al, Expert Opinion
on Investigational Drugs, (1995), 4 (10) 985-995.

[0015] A pneumonia associada a ventilacgdo mecanica (PAV) é
uma infecgcdo nosocomial gue ocorre em doentes sujeitos a
ventilacdo mecénica durante mais de 48 horas (Young et al.
1999). A PAV de inicio precoce ocorre entre as 48 e as 72

horas apds instituir a ventilacdo mecanica e considera-se



ser resultante da aspiracéao durante O processo de
entubacdo traqueal. A PAV que se desenvolve para 1l& deste
periodo ¢é considerada de inicio tardio. A incidéncia
reportada de PAV varia de cerca de 10% a mais de 30%,
dependendo da gravidade média das patologias (case-mix) e
dos critérios de diagndstico. A PAV é a infecgdo mais
prevalente em unidades de cuidados intensivos europeus e
€& responsavel por quase metade de todas infeccgobes
adquiridas na UCI. O desenvolvimento de PAV prolonga oS
cuidados intensivos e a permanéncia no hospital e aumento
de custos. Em doentes com sindrome de dificuldade
respiratéria aguda (SDRA), por exemplo a ocorréncia de
PAV foi responsavel por um aumento de aproximadamente trés
vezes na duracgao da ventilacdo mecénica (Markowicz et. al
2000) . Embora seja controverso, muitos consideram que o0
desenvolvimento de PAV também aumenta de modo independente
a mortalidade (a mortalidade directamente atribuivel a PAV
tem sido estimada em cerca de 27%) . Assim, sao
urgentemente necessarias novas intervengdes para reduzir
a morbilidade e mortalidade considerdveis associadas a
PAV, assim como para reduzir custos, particularmente em
vista do aumento da resisténcia dos agentes patogénicos
bacterianos ao tratamento antimicrobiano tradicional
(Bonten et al: Bird’s eye view of nosocominal infections
in medical ICU: blue bugs, fungi, and device days. Crit
Care Med 1999,27:853-854; Bonten: Prevention of the
infection in the Intensive Care Unit. Current Opinion in
Critical Care, 2004,10:364-368; Richards MJ, Edwards JR,
Culver DH, et al: Nosocominal infections 1in medical
intensive <care units in the United States. National
nosocomial infections surveillance system. Crit Care Med

1999, 27:887-892).



[0016] O desenvolvimento de PAV de inicio tardio &
habitualmente uma consequéncia da aspiracdo de secrecgdes
infectadas do tracto aerodigestivo para dentro das vias

aéreas distais. Enquanto uma orofaringe saudavel ¢é

0N

colonizada por bactérias ndo patogénicas e o estdmago
estéril, durante uma doenca grave 0 estdmago,
orofaringe, dreas periodontal e seios nasais sao
colonizados por organismos patogénicos, incluindo
bactérias aerdbicas gram-negativas, Staphylococcus spp. e
Pseudomonas spp. Subsequentemente, as secrecdes
infectadas gue se concentram na orofaringe e na glote
vazam para além do Dbaldo do tubo endotraqueal e séo
dispersas distalmente. Considera-se que a presenga Jguase
invaridvel de um tubo nasogdstrico predispde os doentes a
refluxo gastrico e aumenta o potencial de aspiracdo. Além
disso, o lumen interno do tubo endotraqueal rapidamente
desenvolve uma camada viscosa adesiva de incrustacdes
contendo microrganismos patogénicos (“biofilme”), cujas
particulas se podem desalojar e ser 1impelidas mais
profundamente para dentro dos pulmdes. Por outro lado, a
inoculacdo directa a partir do aparelho respiratédrio
contaminado ou do circuito ventilador ¢é considerada uma
causa 1invulgar de PAV. A vulnerabilidade dos doentes
sujeitos a ventilacdo mecénica para o desenvolvimento de
pneumonia nosocomial é aumentada pelo compromisso de
mecanismos de defesa como o mecanismo da tosse e a
reducéado da desobstrucgdo mucociliar. A lesdo das mucosas ao
nivel do baldo e da ponta do tubo endotraqueal (talvez
exacerbada pela aspiracdo de bilis e fluido géastrico) e
danos a mucosa por cateteres de succdo expde a membrana
basal, facilitando a adesdo e colonizacado bacteriana.
Finalmente, os danos alveolares e a perda de surfactante

comprometem ainda mais as defesas do pulmdao.



[0017] McMullin et al, The Antimicrobial Effect of Nitric
Oxide on the Bacteria That cause Nosocomial Pneumonia in
Mechanically Ventilated Patients in the Intensive Care
Unit, (November 2005) Respiratory Care Vol. 50, N.° 11,
ppl4d51-1456 divulgam gque 200 ppm de NO gasoso actuam como
um anti-microbiano contra vArias estirpes de Dbactérias

encontradas na pneumonia nosocomial.

[0018] Consequentemente, poderia ser vantajoso encontrar
um novo método de prevencdo do desenvolvimento de PAV. Num
primeiro aspecto da presente invengdo, ¢é fornecida uma
formulacéao liquida que compreende uma quantidade
clinicamente eficaz de 6xidos de nitrogénio dissolvida
e/ou dispersa para uso na prevencao de pneumonia
associada a ventilacdo mecénica, em gque a formulacgéo
ligquida contém de 10 a 40.000 partes por Dbilido dos

6xidos de nitrogénio.

[0019] Concluiu-se que em doentes ventilados
mecanicamente, héd uma grande reducgdo da producdo de dxido
nitrico géastrico. Embora né&do pretendamos ficar limitados
pela teoria, consideramos que esta redugdo na producgdo de
6xido nitrico gdstrico permite um aumento na colonizacéo
bacteriana do contetdo do estdmago. Isto predispbde o
doente a PAV, especialmente quando combinado com a
alcalinizacdo das secrecgdes gédstricas pelos antagonistas

dos receptores de H2.

[0020] O que se descobriu agora ¢é gque uma formulacgao
liguida que compreenda éxidos de nitrogénio dissolvidos

e/ou dispersos € util na prevencdo da proliferacéo



das bactéria para os pulmdes.

[0021] 2 maior parte dos doentes sujeitos a ventilacéo
mecidnica sdo alimentados usando uma sonda entérica. Assim,
um método adequado para administrar ao estdmago a
formulagdo ligquida gue contém os O6xidos de nitrogénio é
por sonda entérica. Um método preferido de administracéao
de ¢6xidos de nitrogénio ao estdmago € assim o uso de uma
composicdo liquida de alimentacdo que compreende &xidos

de nitrogénio.

[0022] Num segundo aspecto da presente invencao, é
fornecida uma composicdo liquida de alimentacdo artificial
entérica que compreende uma quantidade clinicamente
eficaz de 6xidos de nitrogénio dissolvidos e/ou dispersos

e pelo menos um nutriente.

[0023] A composicdo de alimentacdo permite que os o6xidos

de nitrogénio sejam fornecidos directamente ao estdmago.

Adicionalmente, a composicéao de alimentacéao pode
igualmente evitar a formacdo microbiana (bacteriana,
fungica, viral e de protozodrios) dentro da sonda
entérica. Essa formacdo de coldénias pode facilmente

ocorrer porgque o preparado de nutrientes liquidos fornece
um ambiente particularmente Dbom para este crescimento

bacteriano.

[0024] A solucao que contém nutrientes tem
preferencialmente um teor caldrico variéavel, proteina,
glicose, gordura, &gua, electrdlitos, elementos vestigiais
e vitaminas; mas pode variar de acordo com a indicacéo

clinica. A alimentacdo entérica pode ser classificada em



trés categorias: dietas quimicamente definidas, dietas
especificamente formuladas e dietas poliméricas
padronizadas. Dietas elementares ou guimicamente
definidas contém nutrientes qgue requerem pouca ou nenhuma
digestdo e sdo, assim, facilmente absorvidos. Dietas
especialmente formuladas sdo aquelas concebidas para
ultrapassar um problema especifico a nivel da digestéo,
como a intolerédncia a lactose. A dieta polimérica padréo
tem proteina inteira em vez de aminodcidos como fonte de
nitrogénio e é apropriada quando a fungdo gastrointestinal
€ normal ou gquase normal. Preparacdes adequadas para
alimentagdo artificial s&do habitualmente de um de trés
tipos: alimentos normais passados por uma misturadora e
peneirados, preparacgdes de pd reconstituidas qgque requerem
a adicao de &gua ou leite e produtos prontos a
administrar. E particularmente preferido que o preparado
alimentar seja uma composicdo liquida de alimentacéao
entérica comercialmente disponivel sob a designacéao

comercial Osmolite®.

[0025] As formulacdes 1liquidas da presente invencédo e,
particularmente, a composicéao de alimentacéo podem
adicionalmente incluir outros componentes. Através da
adicgao destes componentes, a aderéncia, duracédo do
contacto e a extensdo da accdo bioldégica pretendida das
formulagdes liquidas podem ser reforcadas. Componentes
adicionais preferidos 1incluem agentes espumantes (como
sabdo e detergentes), para reduzir o desvio do sistema
descarregado in situ. Outros componentes adicionais
preferidos incluem agentes gelificantes (para aumentar a
viscosidade), espessantes (para aumentar o tamanho de
goticula), dispersantes (para melhorar o revestimento

uniforme de uma superficie alvo), estabilizadores e



tampdes (para manutencdao da 1integridade do sistema e
melhorar a combinacdo eficaz com agentes adicionais) e
surfactantes (para melhorar a molhabilidade de uma

superficie alvo).

[0026] Os 6xidos de nitrogénio podem estar presentes nas
formulagcdes liquidas de acordo com a invencao na

solugdo verdadeira, e/ou sob a forma de um dispersdo ou

suspensao (por exemplo, em suspensao coloidal). Todas as
formulagdes desse tipo sao aqui designadas como
"solugdes".

[0027] Os ¢xidos de nitrogénio que estdo presentes
compreendem ¢xido nitrico. Contudo, outros o6xidos de
nitrogénio podem igualmente estar presentes na mistura.
Uma série de O¢xidos de nitrogénio estd habitualmente

presente.

[0028] Nessas formulacdes liquidas, as composicdes
eficazes geralmente contém concentragcdes de NO disperso
e/ou dissolvido no intervalo de 10 a 40.000 ppb (partes
por bili&o) por peso, de preferéncia de 100 a 10.000

ppb, mais preferencialmente de 1000 a 10.000 ppb.

[0029] As formulagdes ligquidas empregues de acordo com a
presente invencéao podem ser preparadas através da
utilizagdo de um agente acidificante farmacologicamente
aceitavel, em conjunto com uma fonte farmacologicamente

aceitédvel de ides nitrito ou um precursor de nitrito.

[0030] E preferido que o 6xido nitrico seja dissolvido ou

suspenso num liquido, quer passando o NO gasoso por um

10



ligquido, quer gerando NO in situ no liquido.

[0031] E preferido que o NO seja gerado no liquido in
situ pela reaccdo de pelo menos um nitrito e pelo menos um
dcido. Por exemplo, o NO pode ser produzido em solucéo
aquosa pela reaccdo de nitrito 0,5 molar com A&cido
citrico 0,5 molar, gque resulta numa concentracdo de NO
disperso ou dissolvido na formulacdo liquida, apds
evolugcdao de gés, na ordem de 1.500 ppb (1,5 ppm).
Adicionalmente, a formulacdo liquida resultante permanece
estdvel pelo periodo necessdrio para O USO na prevencao
da pneumonia associada a ventilagdo mecénica (por exemplo,

por periodos superiores a uma hora).

[0032] Um método preferido de geracdo de NO ¢é a reaccéao
de NaNOp» e KNO» com &cido ascédrbico. E particularmente
preferido que sejam usadas quantidades equimolares de
NaNOp» e KNOp, Numa modalidade favoravel, o NO & gerado
por uma reacgdo de um volume de NaNOp 1M e um volume

igual de KNO2 1M com duas vezes o volume de 4&cido

ascdérbico 1M.

[0033] O pH da formulacdo ligquida resultante pode ser
manipulado pela titulagdo do agente acidificante e/ou
utilizacdo subsequente de tampdo quimico wusando técnicas
padréao para criar uma formulacao farmaceuticamente

aceitavel.

[0034] O agente acidificante pode incluir qualquer &cido
organico adequado como acido ascédrbico (vitamina C),
4dcido salicilico, &cido acetilsalicilico, &cido acético ou

um sal ou derivado deste, geralmente numa concentracdo até

11



20% p/v, de preferéncia de 0,25 a 10% p/v, mais
preferencialmente 4 a 6% p/v. Uma concentracao
particularmente preferida € 4% ou 5% p/v. Outros agentes
acidificantes incluem, mas nado se limitam a, sais de
aménio ou aluminio, fenol e &cido benzdico. Podem ser
usados 4cidos inorgénicos, como 4cido cloridrico, se
suficientemente diluidos e/ou adequadamente tamponados. O
agente acidificante pode estar presente como sal

dissolvido ou numa forma liquida.

[0035] A fonte farmacologicamente aceitdvel de ides de
nitrito pode ser nitrito de metal alcalino ou nitrito de
metal alcalino-terroso, por exemplo, LiNOp», NaNOp» KNOp,
RbNO>, CsNO>p, FrNO», Be (NO?2) 2, Mg (NO2) 2, Ca(NO2) 2,
Sr(NO2)2, Ba(NOp)s ou Ra(NOp)os. Em alternativa, um
precursor de nitrito pode ser usado como fonte dos ides
nitrito na composicgao, como por exemplo uma solugdo
diluida de acido nitrico. Outras fontes de ides nitrito
sdo 18es nitrato derivados de sais de metais alcalinos ou
sais de metais alcalino-terrosos capazes de conversao
enzimatica em nitrito, por exemplo, LiNO3, NaNO3, KNO3,
RbNO3, CsNO3, FrNO3y, Be (NO3) 2, Mg (NO3) 2, Ca (NO3) 2,
Sr(NO3)2, Ba(NO3)2 ou Ra(NO3)2. A concentracgao da fonte
de ido0 nitrato antes da acidificacdo pode ser até 20%
p/v, adequadamente 0,25 a 10%, de preferéncia 4 a 6%. Uma

concentracdo particularmente preferida é 4% ou 5% p/v.

[0036] A formulacdo liquida empregue de acordo com a
invencao &, de preferéncia, saturada com 6xido nitrico em

solucgéo.

[0037] Caracteristicas descritas em conexdo com um

12



aspecto da 1invencao podem igualmente ser usadas em

conexdo com outros aspectos da invencao.

[0038] 2As modalidades preferidas da invencdo serdo agora
descritas, em funcdo das figuras que a acompanham, nas

quais:

A Figura 1 mostra placas de agar contendo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina tratadas

com:

A - acido ascérbico
B - &cido ascdérbico, NaNO» e KNOy» pré-misturados
C - NaNOp seguido de acido ascdrbico e

D - KNO2 seguido de acido ascoérbico;

A Figura 2 mostra placas de agar contendo Candida

Albicans tratadas com:

A - acido ascoédrbico
B - 4cido ascérbico, NaNOp e KNOp pré-misturados
C - NaNOp seguido de &cido ascérbico e

D - KNOp seguido de acido ascdérbico;

A Figura 3 mostra placas de agar contendo Pseudomonas

Aeruginosa tratadas com:

A - 4cido ascérbico
- acido ascérbico, NaNOp e KNOp pré-misturados
C - NaNOp seguido de acido ascdrbico e

D - KNOp seguido de acido ascdérbico;

13



A Figura 4 mostra placas de agar contendo

estafilococos coagulase-negativos tratadas com:

A - 4acido ascoérbico
- acido ascoérbico, NaNO2 e KNOp pré-misturados
C - NaNOp seguido de acido ascdrbico e

D - KNO2 seguido de acido ascoérbico;

A  Figura 5 mostra uma placa de agar contendo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina tratada

com gas de ¢xido nitrico;

A Figura 6 mostra o efeito de um 6xido de nitrogénio
contendo uma mistura numa série de estirpes

diferentes de bactérias;

A Figura 7 mostra o efeito de uma mistura de déxidos de
nitrogénio em Osmolite® em Pseudomonas Aeruginosa;

A Figura 8 mostra o efeito de uma mistura de déxidos de
nitrogénio em Osmolite® em estafilococos coagulase-
negativos;

A Figura 9 mostra o efeito de uma mistura de 6xidos de
nitrogénio em Osmolite® em Candida albicans;

A Figura 10 mostra o efeito de uma mistura de ¢xidos

de nitrogénio em Osmolite® sobre Escherichia coli; e

A Figura 11 mostra o efeito de uma mistura de oOxidos
de nitrogénio em Osmolite® em Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina.

A  Figura 12 mostra o efeito no pH da adigao

incrementiva de acido ao nitrito.

A Figura 13 mostra o efeito no pH da adigcédo em bruto

de &cido ao nitrito.

14



A Figura 14 mostra uma série de espectros Raman apds
a adicdo de &4cido ao nitrito.

A Figura 15 mostra as propriedades bacteriostédticas e
bactericidas de uma mistura de 6xidos de nitrogénio em

varias bactérias.

Exemplos

[0039] Foram preparados varios Exemplos para testar a

eficdcia de solucgdes contendo 6xidos de nitrogénio como

bactericidas.

Exemplos 1 a 4

[0040] Uma solucédo geradora de "o6xidos de nitrogénio" pré-
misturados foi preparada através da acidificacdo de
nitrito de sdédio (NaN02) e nitrito de potédssio (KNO2) com
4dcido ascérbico. Uma solucgdo 1M de nitrito de sdédio foi

preparada dissolvendo 6,9g de NaNOp» em 100 ml de &gua

destilada. Uma solucdo 1M de nitrito de potéassio foi
preparada diluindo 8,51g de KNOp» em 100ml de 4&gua
destilada. 17,6129 de &cido ascdrbico foram diluidos em
100ml de &gua destilada para formar uma solucdo 1M. As
trés solugdes stock foram preparadas alguns minutos antes

das experiéncias.

[0041] Um volume de NaNO» e um volume igual de KNOp» foram

misturados com duas vezes o volume de &cido ascérbico num
recipiente estéril para produzir uma solugdo contendo
"6xidos de nitrogénio". Ocorreu 1instantaneamente uma
reaccdo entre os nitritos e o acido. O géas produzido foi

libertado e foram adicionados 2 ml do ligquido pré-misturado
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(0, 25M) a 20 ml de &gua destilada para obter uma

concentragdo final da solugdo de 1,25mM.

[0042] Amostras separadas de NaNO»p, KNO» e Aacido

ascdédrbico foram 1igualmente preparadas como descrito

acima.

[0043] O efeito antibacteriano de:

A) Aacido ascérbico isoladamente,

B) a solucdo geradora de "d6xidos de nitrogénio" pré-
misturados,

C) uma combinagcédo de NaNO»p e acido ascodrbico
adicionados separadamente e

D) uma combinacgéao de KNO e acido ascodrbico

adicionados separadamente

foram determinados sendo testados em:

Exemplo 1 - Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA),

Exemplo 2 - Candida Albicans (CA),

Exemplo 3 - Pseudomonas Aeruginosa (PS), e

Exemplo 4 - Estafilococos coagulase-negativos (ECN).

[0044] Foi preparada uma cultura de bactérias de um dia
para o outro pela inoculacdo de 20 ml de meio liquido LB
(Luria-Bertani 10g de Bacto-triptona, + 5g de extracto de
Bacto-levedura, + 10g de cloreto de sdédio por litro, a pH
7,5) com 2 a 3 coldbnias e incubando a 37°C de um dia para

o outro. Foram ©produzidas culturas de meio liguido
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contendo aproximadamente 109 organismos. As Dbactérias
foram diluidas 1:1000 wusando solucdo salina de tampéo
fosfato (PBS) e 100 ml de culturas de meio liquido diluido
foram inoculadas nas placas com agar Cérebro-Coracao.
Antes de inocular bactérias na superficie das placas de
agar, foil removido um pedaco de agar (aproximadamente

70mm de didmetro) do centro das placas.

[0045] Em A), de modo a testar a poténcia bactericida do
acido ascoérbico 0,25M, foram diluidos mais 50 ml de
solugdo stock (1M). Foram adicionados 280 ml de acido
ascérbico 0,25M ao circulo oco das placas de agar
inoculadas com as bactérias.

Em B), foram adicionados 280 ml da solugdao geradora de
"6xido de nitrogénio" (concentracdo final 0,25M) aos
circulos ocos nas placas de agar.

Em C) e D), o efeito antibacteriano do géas de NO foi
testado adicionando agentes quimicos separadamente em vez
de pré-misturar as solugdes. Em C), 140ml (0,5M) de NaNO»
foram adicionados as placas de agar, seguidos de 140ml
(0,5M) de &cido ascédrbico. A reacgdo ocorreu e as placas
de agar foram cobertas instantaneamente com a tampa. O

mesmo procedimento foi repetido em D) usando KNOjp e acido

ascdédrbico.

[0046] Os resultados estdo apresentados nas Figuras 1 a 4.
Pode observar-se gque para cada um dos Exemplos 1 a 4, héa
uma grande gquantidade de bactérias quando o 4cido
ascérbico apenas é usado em A). Contudo, em B, C e D, a

maior parte das coldnias de bactérias foram destruidas.

Exemplo 5
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[0047] Uma cultura de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) foi produzida do mesmo modo gue para oOS
Exemplos 1 a 4. A placa de agar foi colocada numa caixa de
poliestireno. Foi produzido NO gasoso colocando em
reacgdo 10ml de acido ascdérbico 1M com 5ml de NaNOp 1M e

5ml de KNO» 1M na caixa e a tampa da caixa é substituida

imediatamente, seguindo-se incubacdo da cultura de um dia

para o outro.
[0048] Os resultados estdo apresentados na Figura 5. Como
pode ser observado, ndo ha& culturas bacterianas visiveis

remanescentes.

Exemplos 6 a 10

[0049] O efeito bactericida da solugdo geradora de éxidos
de nitrogénio foi testado sob condigdes gque simulam o
estbmago. A Figura 6 mostra que a exposicdo de bactérias
a solucdo geradora de 6xidos de nitrogénio durante 1 hora
resultou em 97% de morte em média para cinco bactérias
diferentes testadas, nomeadamente Pseudomonas Aeruginosa;
estafilococo coagulase-negativo; Candida albicans;
Escherichia coli; e Staphylococcus Aureus. O design

experimental foi idéntico ao descrito nos Exemplos 1 a 4.

Exemplos 11 a 15

[0050] A solucdo geradora de 6xidos de nitrogénio usada nos
Exemplos 1 a 4 foi usada para testar a sua actividade anti-
microbiana em Osmolite® para alimentacéao entérica

comercialmente disponivel usado para nutricdo de doentes
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em UCI. O efeito da mistura foil testado em Pseudomonas
Aeruginosa (PS), estafilococo coagulase-negativo (ECN),
Escherichia coli (E. Coli) Candida Albicans e

Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

[0051] Foram preparadas culturas de bactérias pela
inoculagdo de 20 ml de meio liquido LB (Luria-Bertani 10g
de Bacto-triptona, + 5g de extracto de Bacto-levedura, +
10g de cloreto de sdédio por 1litro, a pH 7,5) com 2-3
coldénias e incubando a 37°C de um dia para o outro. Foram
produzidas culturas de meio liguido contendo
aproximadamente 109 organismos. Bactérias foram diluidas
1:1000 em solucao salina de tampao fosfato (PBS) e 100 ml
de culturas de meio liquido diluido foram colocadas em 20
ml de Osmolite® para alimentacdo entérica comercialmente

disponivel usada em UCI para nutricdo de doentes.

[0052] Foram adicionados 2 ml da solugcdo geradora de
6xidos de nitrogénio pré-misturados a 20 ml das bactérias
gue contém Osmolite®, dando uma concentracdo final da
solucédo de 1,25mM. Foi wusado o mesmo volume de 4&gua
estéril como controlo. Foi realizada incubacédo de 20 ml
de preparado contaminado contendo 2 ml de mistura geradora
de ¢6xidos de nitrogénio ou &gua estéril durante 1h a
37°C. Apds 1h de incubacdo, amostras de preparado (100 ml)
foram colocadas em placas de agar de sangue e espalhadas
usando uma espatula estéril. As placas foram incubadas
durante 20 h a 37°C. Os numeros de colédnias foram contados
e o0s dados expressos como percentagem de morte ou
simplesmente como comparacgao de numero de coldénias

visiveis no grupo tratado e grupo de controlo.

[0053] Os resultados estdo apresentados na Figuras 7 a
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11. A Figura 7 mostra o efeito em Pseudomonas Aeruginosa,
a Figura 8 mostra o efeito em estafilococos coagulase-
negativos (ECN), a Figura 9 mostra o efeito em Candida
Albicans, a Figura 10 mostra o efeito em Escherichia Coli
(E. Coli) e a Figura 11 mostra o efeito em Staphylococcus

aureus resistente a meticilina (MRSA).

[0054] Os resultados demonstram claramente que o 6xido de
nitrogénio contendo a mistura destrdéi a maior parte das

coldénias bacterianas.

[0055] Os resultados mostram que as solugdes qgue contém
6xido de nitrogénio podem ser usadas em seguranga para

higiene orofaringea dos doentes.

[0056] Também se descobriu que quando o nitrito e o acido
ndo sado pré-misturados, 0 nitrito pode reagir com ©
preparado alimentar produzindo um precipitado. Por
exemplo, nitrito seguido da adigcdo de &cido ascdérbico
ocasiona precipitacdo significativa das proteinas, o que
aumenta a viscosidade do preparado alimentar. Por este
motivo, 0s componentes devem ser pré-misturados ©para
produzir a solugdo geradora de O6xidos de nitrogénio. O
aumento da viscosidade do preparado aumenta
substancialmente os riscos —conhecidos de Dblogqueio do

cateter.

[0057] Assim, a ©produgdo de nitrito acidificado pela
adicdo de agentes quimicos separadamente ndo € uma
formulacdo de escolha em termos de desenvolvimento e
prevencdo de um tratamento potencial. Além disso, a menos

que seja usada solugdo geradora de NO/NOx pré-misturada,
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doentes j& vulnerdveis devido a ventilacdo mecéanica,
habitualmente recebendo 1inibidores de H2, podem estar
expostos a um risco maior de desenvolver uma ulcera

géstrica.

[0058] Outro beneficio da solugdo geradora de 6xidos de
nitrogénio pré-misturados €& que o efeito antibacteriano é
exibido numa gama mais ampla de niveis de pH, i.e. néo

apenas inferior a 5,0.

[0059] Assim, a solucgdo pode ser usada em segurang¢a para

a higiene orofaringea dos doentes.

[0060] Além disso, os componentes residuais das reacgdes
de nitrito acidificado, em particular 4acido ascédrbico
(Vitamina C), tém um papel individual nutricional e
protector. A vitamina C é um antioxidante poderoso soluvel
em agua, que protege as lipoproteinas de baixa densidade da
oxidagdo, reduzindo os oxidantes nocivos no estdmago (por
exemplo, radicais 1livres de peroxinitrito) e promove a

absorcao do ferro.

Exemplos 16 e 17

[0061] A alteracdo de pH foi medida quando o &cido L-
ascérbico foi adicionado incrementalmente a nitrito de
sédio e como uma uUnica adicdo. Foram usados nitrito de
sédio (NaNOp) e acido L-ascérbico (CgHgOg) de qualidade
analitica (pureza >99%) da Sigma-Aldrich, UK. Foi

igualmente usada solucgdo salina (0,9 % p/v de NaCl) da

Baxter Healthcare-UK.
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[0062] Solucado salina normal foi wusada como solvente na
preparagdo das solugbes de nitrito de sdédio e A&cido
ascédrbico. Todas as solucgdes foram preparadas a
temperatura ambiente (22-25 °C) em lotes de 25 ou 50 ml e
foram usadas no prazo de 10-20 dias. As solugdes
armazenadas foram mantidas em recipientes estanques

protegidos da luz.

[0063] Todas as medigdes de pH das solugdes foram
realizadas com um medidor de pH Wissenschaftlich-
Technische Werkstatten (WTW), modelo pH340i, em conjunto
com um eléctrodo de pH combinado SenTix 20 que incorpora
um termopar. O eléctrodo foi calibrado com solugdes de
calibracao tampéo recém-preparadas (pH 7,00 e 4,00
+=0,002). As solucgbes de calibracadao foram preparadas a
partir de cépsulas de tampdo Tri-check ALDRICH, da
Aldrich, USA.

[0064] O pH das solucbes foi determinado com a adigdo de
um agitador magnético standard operando a 60 rpm. Foram
usados pelo menos 12 ml de solugao para assegurar que o
eléctrodo estava completamente imerso. Foram preparadas
solugdes 1M de nitrito de sdédio e &cido ascérbico usando
solugao salina normal como solvente. No Exemplo 16, foi
adicionado 1 ml de &cido ao nitrito a cada 10 minutos. No
Exemplo 17, foram adicionados 5ml de acido ascérbico 1M a

12ml de solucgdo de nitrito de sdédio 1M.

[0065] Os resultados podem ser observados nas Figuras 12 e

13.

[0066] No Exemplo 16, o pH inicial da solugdo de nitrito
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de sdédio foi determinado em aproximadamente 7,35. O pH cai
abruptamente para um nivel entre 4,2 e 4,7 e entéo
recupera rapidamente (em 4-5 minutos) para um valor mais
estdvel de ~6 apds cada adicgéo. Nalguns casos, a
recuperacdo do pH € tdo réapida gque produz um excesso

antes de regressar a um valor estéavel.

[0067] No Exemplo 17, o nivel de pH estdvel que &
conseguido apds mistura dos reagentes durante 5 minutos
estd muito acima do nivel fisiologicamente tolerdvel de
5,0 (o pH da solucgcdao salina) para administracdo oral-

gédstrica—-digestiva.

Exemplo 18

[0068] Foram realizadas medigdes de espectroscopia Raman
da reaccdo de 6ml de Acido Ascérbico 1M com 12ml de
Nitrito de Sdédio 1M. Os reagentes e solucgdes foram os

mesmos dos Exemplos 16 e 17.

[0069] As misturas reactivas e os produtos finais foram
determinados usando um espectrdédmetro Raman dispersivo
Nicolet Almega XR, equipado com entradas de macro e
microscépio. Os espectros foram excitados com um diodo
laser de infravermelho préximo (NIR 785nm) estabilizado
externamente. As medigdes sao efectuadas com uma largura
de fenda de 25 mm e a resolucdo espectral é 4 cm~l. Um
sistema de software (Omnic, ver. 7.2a) foi usado para
visualizar e recolher os dados. As amostras liquidas ou
cristalinas a analisar foram colocadas num pequeno tubo
de quartzo gque encaixa num suporte de amostra e alinhadas

com o feixe de laser.
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[0070] O &cido foi adicionado a solugcdo de nitrito
enquanto a mistura foi agitada a uma velocidade
constante de 60 rem. Uma pegquena quantidade
(aproximadamente 0,07 ml) da mistura ¢é retirada para

andlise espectroscédpica em intervalos varidveis.

[0071] Os espectros foram colhidos a 10, 30, 60, 90 e 135
minutos a partir do momento em que o0s reagentes foram
misturados, assim como apods toda a reaccgao estar
concluida. A Figura 14 mostra o espectro da solucdo de
nitrito de sédio juntamente com o espectro obtido durante
a reacgdo de 6 ml de &cido com 12 ml de solugao de
nitrito. O vestigio inferior pertence a uma solucgdo apenas

de nitrito de sdédio.

[0072] A auséncia de gqualquer pico na regido 2250-2050

cm~l indica a auséncia de quaisquer compostos perigosos
de cianeto idénico (como NaCN), cianato (OCN) ou
fulminato (CNO) na mistura. Por exemplo, a vibracao de

valéncia (CN) produz uma banda aguda localizada na

regido 2250-2050 cm~1l.

[0073] Medigdes da forte vibracdo de valéncia simétrica a
1325 cm~l, (Vg(NO2) de nitrito de sdédio), revelam que

metade do nitrito é reduzido pelo &cido em menos de 10
minutos. A quantidade de nitrito na mistura foi observada
revelando uma reducdo de mais 8 % durante as 2 horas de
observacdo seguintes. Quando a reacgdo estava concluida
apenas cerca de 31% da quantidade inicial de nitrito

restava na mistura.
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[0074] Isto demonstra gque apds uma reacgdo, uma solucgédo
com uma razdo de nitrito para &cido em excesso retém
nitrito suficiente ©para permitir outras reacgdes de
geracdo de NO/NOx 1in vivo caso o ambiente interno
mantenha um pH baixo. Estas reacgbdes 1irdo aumentar a
disponibilidade 1local dos produtos da reaccdo NO-NOx e

auxiliar na desacidificacao local in vivo dos tecidos.

[0075] As bandas Raman de uma solugéao de nitrito
acidificada sado apresentadas na Tabela 1. A Tabela 2
mostra as Aareas de pico de bandas Raman da solugédo de

nitrito acidificada registadas nos tempos indicados.

Tabela 1
Posicao da Atribuicéo

banda

1791 cm-1 Vas(N02)

1704 cm-1 V(HONO)

1590 cm-1 Vas(NO2) of HONO

1467 cm-1 V(N==0), Vs(NO2)

1325 cm-1 Vs(NO2) de NaNO2

1041 cm-1 V(NO) de NO3- de HNO3 ou

827 cm-1 NaNO3 d(ONOQ), Vas(N03)

600 cm-1 in-plane bending of HONO

Tabela 2
Posicédo da Area de pico
banda
10 min | 30 min | 60 min | 90min 135 min | Prod. final

1791 cm-1 1378 1159 766 606 374 -
1704 cm-1 903 828 449 - 495 256
1590 cm-1 5839 5416 4525 4739 4264 3934
1467 cm-1 934 855 720 632 659 -
1325 cm-1 6359 6161 5860 5944 5655 3967
1041 cm-1 2501 2109 2084 2122 2202 2113
827 cm-1 7693 7302 6628 6647 6170 4387
600 cm-1 2041 1842 1479 1334 923 921
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[0076] Apdés mais de 2 horas de observacgdo ainda havia
uma gquantidade considerdvel de bolhas de géds a sair da
mistura. A agitacdo foi parada e a mistura foi mantida de
um dia para o outro. Apds 24 horas, J& ndo se observavam
bolhas de géds e o0s espectros Raman da solugdo restante
(produto final) revelaram gque a concentracdo de nitrito se
tinha reduzido a dois tercos da sua concentracao aos 10
minutos (ou um terco da sua concentracdo 1inicial antes da

reacgao) .

Exemplo 19

[0077] Um simples ensaio de viabilidade foi wusado para
determinar se uma estirpe laboratorial de M. tuberculosis

era susceptivel a morte mediada por NO/NOx.

[0078] M. tuberculosis foi cultivado em 10 ml de meio
padronizado (Middlebrook 7H9, 0,05% de Tween 80, 10% v/v
de suplemento OADC). Para a exposicdo a NO/NOx, 1 ml de
cultura foi inoculado em 10 ml da solugcao Middlebrook
mais 0,1 ml de uma mistura de NaNOp» 0,5M e Aacido
ascoérbico 0,25M. Foi preparado um controlo sem a solucéo

nitrito/acido ascdérbico.

[0079] As culturas foram incubadas a 37°C, repousando
durante 24 horas. Diluicdes em série foram colocadas numa
placa de meio sélido (Middle-brook 7H10, 10 % v/v de

OADC) e as UFCs foram registadas apdés 3 semanas.

[0080] O pH do meio ndo foi significativamente reduzido

pela adicdo da solugdo de nitrito/acido ascérbico.
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[0081] As contagens das unidades formadoras de coldnias
(UFC) a partir da cultura de controlo foram 1,5 x 107 por
ml. Nao havia bactérias viaveis nas culturas tratadas
com NO na menor diluigcdo em placa (limite de deteccgao 10

UFC/ml) .

[0082] A solugdo de nitrito/dcido ascdérbico geradora de

NO foi eficaz na morte>6 logs de M. tuberculosis em 24

horas.
Exemplo 20
[0083] Um ensaio foi usado para determinar a

susceptibilidade de uma série de bactérias diferentes a

morte mediada por NO/NOx.

[0084] As experiéncias foram realizadas em placas de 96
micropogos. Um determinado numero de micropogos foi
enchido com 60 ml de nitrito de sddio para produzir
concentracbes finais de 0, 0,2, 0,5, 1, 2, 10, 15 e 30mM.

Foram igualmente adicionados 60 ml de suspensao bacteriana

(densidade de 2x107 unidades formadoras de coldénias por
ml) e 120 ml de meio liquido de Infusdo de Coracdo-Cérebro
(Oxoid, Basingstoke, UK) acidificados com &cido cloridrico
para produzir valores de pH final de 2,0, 3,0, 4,0, 4,5,
5,0, 6,0 e 7,0.

[0085] As placas foram seladas e incubadas de um dia para
o outro a 37°C. 0 efeito inibitério do nitrito
acidificado no crescimento Dbacteriano foi determinado
pela medicdo da densidade O6ptica (540 nm) dos Ppogos

usando um leitor de placas de micropoc¢os (Anthos ht IIT,
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Salzburg, Austria).

[0086] Todas as experiéncias foram realizadas em

triplicado.

[0087] Para determinar a actividade Dbactericida apds
exposigdo a nitrito acidificado, 60 ml da suspensao
bacteriana foram transferidos para 180 ml de meio de
recuperagdo (meio liquido de Infusdo de Coracgao-Cérebro;
eH 7,0). A avaliacdo de crescimento microbiano foi
determinada com o leitor de placas de micropogos para

medir a densidade déptica como acima.

[0088] 0 efeito desta mistura foi testado em
microrganismos previamente isolados de doentes. Os

resultados estdo apresentados na Figura l1l5a-n.

[0089] Pode ser observado que a solugdo de nitrito
acidificado tem um efeito Dbacteriostédtico, assim como

bactericida em varios isolados bacterianos.
[0090] A solugdo pode ser usada para tratamento de varias
condigdes clinicas, é activa contra microrganismos

resistentes a antibidéticos, ndo encoraja o surgimento de

estirpes resistentes e é eficaz numa ampla gama de pH.

Lisboa,
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REIVINDICAGOES

1. Uma formulacdo 1liquida compreendendo uma guantidade
clinicamente eficaz de 6xidos de nitrogénio dissolvida
e/ou dispersa para uso na prevencgao de pneumonia
associada a ventilacdo mecanica, em que a formulacéo
liguida contém de 10 a 40.000 partes por bilido dos

6xidos de nitrogénio.

2. A formulagdo para uso conforme reivindicado na
Reivindicacdo 1, em que a formulacdo 1liquida contém de

100 a 10.000 partes por bilido dos 6xidos de nitrogénio.

3. A formulagdo para uso conforme reivindicado em qualquer
uma das reivindicacg¢des anteriores, em que a formulacao

liquida é uma formulagdo aquosa.

4. A formulagdo para uso como reivindicado em qualguer uma
das reivindicag¢des anteriores, em que a formulacao
liguida compreende o produto da reacgdo de pelo menos um
nitrito de metal alcalino e/ou nitrito de metal alcalino-

terroso com pelo menos um acido.

5. A formulacgao para uso como reivindicado na
reivindicacdo 4, em que a formulacdo liquida compreende o
produto da reacgcdo de pelo menos um nitrito de metal

alcalino com &acido ascdrbico.

6. A formulacdo para uso conforme reivindicado em qualquer
uma das reivindicag¢des anteriores, em que a formulacao
ligquida compreende adicionalmente pelo menos um

nutriente.



7. Uma composicdo liquida de alimentacdo artificial
entérica para prevencao da pneumonia associada a
ventilacdo mecéanica, a composicao compreendendo uma
quantidade clinicamente eficaz de ¢xidos de nitrogénio

dissolvidos e/ou dispersos e pelo menos um nutriente.

8. A composicdo conforme reivindicado na Reivindicacdo 7,
em que a composicdo contém de 10 a 40.000 partes por

bilido de 6xidos de nitrogénio.

9. A composicdo conforme reivindicado na Reivindicacgédo 8,
em que a formulacdo liquida contém de 10 a 10.000 partes

por bilido de ¢6xidos de nitrogénio.

10. A composigcdo como reivindicado em gualquer uma
Reivindicacgdes 7 a 9, em gue a composicao é uma

composigdo aquosa.

11. A composicdo como reivindicado em gualquer uma das
reivindicacdes 7 a 10, em qgque a composicac compreende o
produto da reaccdo de pelo menos um nitrito de metal
alcalino e/ou pelo menos um nitrito de metal alcalino-

terroso com pelo menos um acido.

12. A composicéao para uso como reivindicado na
reivindicacao 11, em que a composicdo compreende o produto
da reaccdo de pelo menos um nitrito de metal alcalino com

dcido ascédrbico.

Lisboa,
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Figura 138

Pasudomonas asnuginosa bacteriostatica
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Figura 150

f b e beceosties. Enterobacter cloacae | hactericida

\ ‘
t |

e
FE

e

e
s
-—--XEH

e

Densidade Sptics {unidades abs}

[
E=2

= vt
ey ===
-

-

TR

x5
==
oo

o
p=
o
(35
PP

Ciensiddade Sptica {anidades abst

A i . N A : :
v ! i V ¥ S

A A e Concentragio de nirlo i)
Consenfragho de ikl (ol |

] i L5 Ot e ]| el e gl O e <]




Figura 5E

i
b

b

Eaarsidade Sptica Gunidades absl .

Kiehsiallz hacteriostatic

¥ L R
15 OO DL AR S

R

Goncentragdo de niro el

| {olein 2 ] it e § s e o

Erensidadie Spltica {unidades sbs)

Klehsiella bactericida

e e o
Feua - f=-2 [ <3 e

=
Fe

Goncentsado ds nifrito {mlf)

2] = mhed 4§ =05 g ]|



o de it )

Ganten

Servathia marsecens | bactericida

gt ] ] e lped § o ol ]

= =5
1} Boiyedc SpERISUDg

4
;

Y
By
3

el 2 e e A ol 0T

Cancentragao de mitrte mlf)

Servatfia marsscens | bacteriostitica

by = —_— = pii;
{sqe sepeprant eond o SPEpISuSg




¥
i

Congantragio de n
i) i e ol (5 0§ ol o]

%

pifrite {ml)

o

ik

i

Slenotrophomanas maltophylia bactericida

= g g M -
d L] == ey ey

isge Sopepiund Boygdo SpEpIsus

]

Cancentragio de ntro|

2 mofid b § el § e oo

Stenohophomonas maffaphylia becleriostética

b

Figura 156




Figara 18

Entarobacter baclericid
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Figira 13
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Figura 15K

PACF4 bacteriostatico *
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Figura 138
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Figura 15N

E coli{ bacteriostatica
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