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DESCRIPCION

Uso de las sales de nitrilo para el tratamiento de afecciones cardiovasculares.
Antecedentes de la descripcion

En la dltima década se ha visto un incremento en la comprension del papel critico del 6xido nitrico como dilatador
de los vasos sanguineos que contribuye a la regulacién del flujo sanguineo y a la homeostasis cardiovascular. El 6xido
nitrico puede oxidarse en la sangre a nitrito (NO,-), un anién que se considera un producto final metabdlico inerte de
esta oxidacion del 6xido nitrico. Se ha publicado que los niveles plasmaticos de nitrito in vivo varian de 150 a 1000
nM, y también se ha publicado que la concentracién de nitrito en el tejido de los anillos adrticos es superior a 10.000
nM (Rodriguez et al., Proc. Natl Acad Sci USA, 100, 336-41, 2003; Gladwin et al., Proc Natl Acad Sci USA, 97,
9943-8, 2000; y Rassaf et al., Nat Med, 9, 481-3, 2003). Esta posible reserva de almacenamiento potencial de NO
es superior a la de los S-nitrosotioles plasmaticos, que segtin se ha publicado tienen una concentracién por debajo de
10 nM en el plasma humano (Rassaf et al., Nat Med., 9, 481-3, 2003; Rassaf et al., Free Radic Biol Med, 33, 1590-
6; 2002; Rassaf et al., J Clin Invest, 109, 1241-8, 2002; y Schechter et al., J Clin Invest, 109, 1149-54, 2002). Se
han propuesto mecanismos para la conversion in vivo del nitrito en no, por ejemplo, mediante reduccién enzimdtica
por la xantina oxidorreductasa o por una reduccién dcida/desproporcionacién no enzimatica (Millar et al., Biochem
Soc Trans, 25, 528S, 1997; Millar et al., FEBS Lett, 427, 225-8, 1998; Godber et al., J. Biol Chem, 275, 7757-63,
2000; Zhang et al., Biochem Biophys Res Commun, 249, 767-72, 1998 [hay una errata en la publicacién de Biochem
Biophys Res Comun 251, 667, 1998]; Li et al., J Biol Chem, 276, 24482-9, 2001; Li et al., Biochemistry, 42, 1150-9,
2003; Zweier et al., Nat Med, 1, 804-9, 1995; Zweier et al., Biochim Biophys Acta, 1411, 260-62, 1999; y Samouilov
et al., Arch Biochem Biophys, 357:1-7, 1998).

Se han observado gradientes de nitrito entre la sangre arterial y la venosa a lo largo del antebrazo humano en
condiciones de reposo y durante la inhibicidn regional de la NO sintasa, aumentando el consumo de nitrito con el
ejercicio (Gladwin et al., Proc Natl Acad Sci USA, 97, 9943-8; 2000; Gladwin et al., Proc Natl Acad Sci USA, 97,
11482-11487, 2000; y Cicinelli et al., Clin Physiol, 19:440-2, 1999). Kelm y colaboradores han notificado que se
forman grandes gradientes de nitrito entre la sangre arterial y la venosa a lo largo del antebrazo humano durante
la inhibicion de la NO sintasa (Lauer et al., Proc. Natl Acad Sci USA, 98, 12814-9, 2001). A diferencia del caso
mas sencillo de extraccién de oxigeno a través de un lecho vascular, el nitrito puede consumirse, como se demues-
tra por los gradientes entre la sangre arterial y la venosa durante la inhibicién de la NO sintasa y el ejercicio, y
producirse en el lecho vascular por las reacciones del NO mediadas por la 6xido nitrico sintasa endotelial con el
oxigeno.

Se ha indicado que, a altas concentraciones, el nitrito es un vasodilatador in vitro (Ignarro et al., Biochim Biophys
Acta, 631, 221-31, 1980; Ignarro et al., ] Pharmacol Exp Ther, 218, 739-49, 1981; Moulds et al., Br J Clin Phar-
macol, 11, 57-61, 1981; Gruetter et al., J] Pharmacol Exp Ther, 219, 181-6, 1981; Matsunaga et al., J Pharmacol
Exp Ther, 248, 687-98, 1989; y Laustiola et al., Pharmacol Toxicol, 68, 60-3, 1991). Los niveles de nitrito que han
demostrado tener un efecto vasodilatador in vitro siempre han sido superiores a 100.000 nM (100 uM) y normal-
mente a concentraciones milimolares. El documento WO 01/89572 describe el uso de nitrito sédico acidificado para
administracién tépica en el tratamiento de una serie de trastornos entre los que se incluyen la irritacién de la piel y
quemaduras.

Debido a las altas concentraciones de nitrito necesarias para producir un efecto vasodilatador in vitro, cuando Lauer
y colaboradores introdujeron nitrito mediante infusién en la circulacién del antebrazo de seres humanos, indicaron
que no se producian efectos vasodilatadores, incluso a concentraciones de 200 uM en el antebrazo (Lauer et al., Proc
Natl Acad Sci USA, 98, 12814-9, 2001). Lauer et al. indicaron que “la ausencia total de actividad vasodilatadora
de las infusiones intraarteriales de nitrito descarta claramente cualquier papel de este metabolito en la liberacién
de NO” y concluyeron que “los niveles fisiol6gicos de nitrito carecen de actividad vasodilatadora”. Ademds, Rassaf'y
colaboradores tampoco encontraron un efecto vasodilatador en seres humanos después de la infusién de nitrito (Rassaf
et al., J Clin Invest, 169, 1241-8, 2002). De esta manera, los estudios in vivo han concluido que los niveles fisiol6gicos
de nitrito no sirven como fuente de NO y que los niveles fisioldgicos de los nitritos no participan en la regulacion de
la presién sanguinea.

Histéricamente, el nitrito se ha usado como tratamiento del envenenamiento con cianuro. Se introducen por infu-
sién altas concentraciones en un sujeto que padece envenenamiento por cianuro para oxidar la hemoglobina a met-
hemoglobina, la cual se une al cianuro. Estas altas concentraciones de nitrito producen una methemoglobinemia cli-
nicamente significativa, reduciéndose de manera potencial la liberacién de oxigeno. Aunque se ha demostrado que
estas altas concentraciones de nitrito reducen la presién sanguinea en seres humanos, la cantidad de methemoglobina
formada impedia el uso del nitrito en el tratamiento de otras patologias.

Por lo tanto, el estado de la técnica era que el nitrito no era un vasodilatador significativo a concentraciones
inferiores a 100 uM in vitro, ni incluso cuando se introducia por infusién en seres humanos a concentraciones de 200
uM en el antebrazo. También era estado de la técnica que el nitrito no se convertia en 6xido nitrico en la corriente
sanguinea humana.
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Descripcion resumida de la invenciéon

Se ha descubierto que, sorprendentemente, la administraciéon de sales farmacéuticamente aceptables de nitrito
es util en la regulacion del sistema cardiovascular. También se ha descubierto que, sorprendentemente, el nitrito se
reduce a 6xido nitrico in vivo, y que el 6xido nitrico producido de esta manera es un vasodilatador eficaz. Estos
efectos sorprendentemente se producen a dosis que no producen una methemoglobinemia clinicamente significativa.
Estos descubrimientos ahora permiten desarrollar métodos para prevenir y tratar afecciones asociadas con el sistema
cardiovascular, por ejemplo, una elevacion de la presién sanguinea, hipertensiéon pulmonar, vasoespasmo cerebral
y lesién de tejidos por isquemia-reperfusion. Estos descubrimientos también proporcionan métodos para aumentar
el flujo sanguineo a los tejidos, por ejemplo, a tejidos en regiones de baja tensién de oxigeno. Es particularmente
sorprendente que el nitrito no necesite administrarse en un estado acidificado para ser eficaz en la regulacién del
sistema cardiovascular, y mds particularmente para actuar como vasodilatador in vivo.

Los inventores ahora han descubierto que, sorprendentemente, el nitrito puede servir como vasodilatador en seres
humanos a concentraciones mucho menores (de tan sélo 0,9 uM) que las que se han usado en el pasado para el enve-
nenamiento con cianuro. Se cree que el mecanismo implica una reaccién del nitrito con la hemoglobina desoxigenada
y con los glébulos rojos sanguineos, para producir el gas vasodilatador 6xido nitrico. Este potente efecto bioldgico se
observa a dosis de nitrito que no producen una methemoglobinemia clinicamente significativa (por ejemplo, menos
del 20%, mas preferiblemente menos del 5% de methemoglobina en el sujeto).

Se ha descubierto que el nitrito se convierte en 6xido nitrico in vivo y que el 6xido nitrico producido de esta
manera es un vasodilatador eficaz. Ademas se ha descubierto que, sorprendentemente, la administracién de nitrito, por
ejemplo una sal farmacéuticamente aceptable de nitrito, a un sujeto produce una reduccién en la presién sanguinea
y un aumento en el flujo sanguineo en tejidos, por ejemplo, en tejidos de regiones de baja tension de oxigeno. Estos
descubrimientos ahora permiten desarrollar métodos ttiles para regular el sistema cardiovascular, por ejemplo para
prevenir y tratar trastornos asociados con el sistema cardiovascular, por ejemplo, una elevacion de la presién sanguinea,
u 6rganos, tejidos o sistemas que tienen un flujo sanguineo insuficiente o inadecuado. Ejemplos no limitativos de
trastornos contemplados incluyen ictus, enfermedad cardiaca, enfermedad e insuficiencia renal, lesiones oftdlmicas
incluyendo retinopatia por hipertensién, diabetes y migrafias.

La presente invencién proporciona usos como los definidos en las reivindicaciones.

Las caracteristicas anteriores y otras caracteristicas y ventajas serdn mds evidentes tras la siguiente descripcion
detallada de diversas realizaciones, que transcurre haciendo referencia a las figuras que se acompaiian.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un grafico que representa mediciones hemodindmicas y metabdlicas basales y durante el ejercicio en
18 sujetos. La Figura 1 A muestra los efectos sobre cada uno de los valores indicados sin inhibicién de la sintesis de NO.
La Figura 1B muestra los efectos con inhibicién de la sintesis de NO, clave: MAP -presion arterial media, mmHg; FBF
- flujo sanguineo en el antebrazo, ml/min/100 ml; saturacién de O,, %; pO, - saturacion de oxihemoglobina venosa,
presion parcial de oxigeno, mmHg; pH, unidades; *= p <0,05 frente a Basal 1 6 2, respectivamente; **=p <0,01 frente
a Basal 1 6 2, respectivamente; 7= p <0,05 frente a Basal 1; 7{=p <0,01 frente a Ejercicio Inicial.

La Figura 2 es un grafico que representa los efectos de la infusién de nitrito sédico en solucién salina normal
tamponada con bicarbonato en las arterias braquiales de 18 sujetos sanos. La Figura 2A muestra los efectos so-
bre cada uno de los valores indicados sin inhibicién de la sintesis de NO. La Figura 2B muestra los efectos de
la inhibicién de la sintesis de NO. Clave igual que en la Figura I, mds: Nitrito - nitrito venoso, uM; NO-hemo
- hierro-nitrosil-hemoglobina venosa, uM; y MetHb - methemoglobina venosa, %; + - p <0,01 frente a Ejercicio
Inicial.

La Figura 3 es una serie de graficos que ilustran los efectos de la infusién de una baja dosis de nitrito sédico en
las arterias braquiales de 10 sujetos sanos en el punto basal y durante el ejercicio, sin y con inhibicién de la sintesis
de NO. La Figura 3A muestra el flujo sanguineo en el antebrazo en el punto basal y después de una infusiéon de 5
minutos de NaNO,. La Figura 3B muestra el flujo sanguineo en el antebrazo con y sin una infusién de una baja dosis
de nitrito en el punto basal y durante la infusiéon de L-NMMA con y sin estrés por ejercicio. La Figura 3C muestra
los niveles venosos de nitrito en la circulacién del antebrazo en el momento de las mediciones del flujo sanguineo. La
Figura 3D muestra los niveles venosos de S-nitroso-hemoglobina (S-NO) y hierro-nitrosil-hemoglobina (Hb-NO) en
el punto basal y después de la infusién de nitrito durante el estrés por ejercicio.

La Figura 4 es un par de graficos que muestran la formacién de aductos de NO-hemoglobina. La Figura 4A muestra
la formacién de hierro-nitrosil-hemoglobina y S-nitroso-hemoglobina, comparando los valores basales con los valores
obtenidos con la infusién de nitrito y con la infusién de nitrito con ejercicio. La Figura 4B compara la formacién de
aductos de NO-hemoglobina con la saturacién de hemoglobina-oxigeno en la circulacién humana, durante la infusién
de nitrito.

La Figura 5A muestra la liberacion de NO después de inyecciones de nitrito en soluciones de PBS (“PBS”),
glébulos rojos desoxigenados (“desoxi-RBC”) y glébulos rojos oxigenados (“oxi-RBC”). La Figura 5b muestra la
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velocidad de formacién de NO a partir de nitrito mezclado con PBS (primera barra de cada serie) y glébulos rojos
oxigenados y desoxigenados (segunda y tercera barra de cada serie, respectivamente).

La Figura 6 es una figura multipanel que muestra la terapia con nitrito en la lesién hepdtica por isquemia-reper-
fusion. La Figura 6A ilustra el protocolo experimental usado para el modelo murino de lesién hepdtica por isquemia-
reperfusion. La Figura 6B es un grafico que muestra los niveles séricos de AST en ratones después de una isquemia-
reperfusion hepdtica. * p<0,05 frente a vehiculo (0 uM) y ** p <0,01 frente a vehiculo (0 uM). La Figura 6C es un
grafico que muestra los niveles séricos de ALT en ratones después de una isquemia-reperfusion hepatica. * p <0,05
frente a vehiculo (0 uM) y ** p <0,01 frente a vehiculo (0 uM). La Figura 6D es una fotomicrografia representativa de
una histopatologia hepética después de 45 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusién. La Figura 6E es un grafico
de barras que muestra la puntuacion patolégica de muestras de tejido hepatico después de 45 minutos de isquemia y 24
horas de reperfusion. La Figura 6F es un grafico de barras que muestra la apoptosis hepatocelular medida por tincién
TUNEL después de 45 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusion, ** p <0,001 frente al grupo de I/R solo.

La Figura 7 es una figura multipanel que muestra la terapia con nitrito en una lesién miocérdica por isquemia-
reperfusion. La Figura 7A ilustra el protocolo experimental usado para los estudios de isquemia-reperfusion del mio-
cardio en ratones. La Figura 7B es una fotomicrografia representativa de los corazones murinos después de 30 minutos
de isquemia y reperfusion en el miocardio. La Figura 7C es un grafico de barras que compara el drea miocardica con
riesgo (AAR) por ventriculo izquierdo (LV), el tamafio de infarto (INF) por AAR, y el infarto por ventriculo izquierdo
en ratones tratados con nitrato o nitrito. La Figura 7D es un grafico de barras que compara la fraccién de expulsion
miocdrdica basal y después de 45 minutos de isquemia de miocardio y 48 horas de reperfusion. La Figura 7E es un
grafico de barras que compara el acortamiento fraccional del ventriculo izquierdo en el punto basal y después de 45
minutos de isquemia de miocardio y 48 horas de reperfusion.

La Figura 8 es una serie de graficos que ilustran los niveles en sangre y en tejido hepético de nitrito, RSNO
y RxNO. La Figura 8A muestra los niveles sanguineos de nitrito, RSNO y RxNO (umol/l) en animales (n = 3-5 por
grupo) sometidos a isquemia-reperfusion hepatica simulada (I/R) o isquemia hepética y 1 6 30 minutos de reperfusion.
** p <0,001 frente al caso simulado. La Figura 8B muestra los niveles en tejido hepético de nitrito en ratones (n =
3-5 por grupo) sometidos a una lesién hepatica por isquemia-reperfusion (I/R). La Figura 8C muestra los niveles de
RSNO en tejido hepdtico (umol/l) en ratones (n = 3-5 por grupo) sometidos a isquemia hepética y periodos variables de
reperfusion. La Figura 8D muestra los niveles de RxNO en tejido hepatico (umol/l) después de una isquemia hepdtica
y reperfusion en ratones (n = 3-5 por grupo).

La Figura 9 es una figura multipanel que ilustra la hepatoproteccién mediada por nitrito y las rutas de sefializacién
del 6xido nitrico y la hemo-oxigenasa 1. La Figura 9A es un grifico que compara los niveles séricos de aspartato
aminotransferasa (AST) en ratones que reciben vehiculo salino, nitrito (24 uM), el “scavenger” de 6xido nitrico (NO)
PTIO, o nitrito (24 uM) + PTIO. ** p<0,01 frente al grupo de vehiculo. La Figura 9B es un grifico que compara los
niveles séricos de AST en ratones deficientes en eNOS (-/-) que reciben un vehiculo salino o nitrito sédico (24 uM).
La Figura 9C es una imagen que muestra los niveles hepdticos de proteina hemo-oxigenasa 1 (HO-1) determinados
usando anlisis de transferencia western en animales operados de forma simulada y en animales sometidos a isquemia
hepética (45 minutos) y reperfusién (5 horas). La Figura 9D es un grafico que compara los niveles séricos de AST en
ratones tratados con nitrito (24 M) o el inhibidor de HO-1 zinc deuteroporfirina bis-glicol (ZnDPBG) en la situacién
de una lesién hepdtica por isquemia-reperfusion.

La Figura 10 es una serie de paneles que muestran los efectos de la inhalacién del anién nitrito en corderos
hipéxicos recién nacidos (n = 7) (Figura 10A) sobre mediciones hemodindmicas y metabdlicas. Después de una mezcla
de gas hipéxica (FiO, = 0,12) que se habia iniciado a tiempo 0, el nitrito administrado por medio de un aerosol redujo
la presion arterial pulmonar (PAP) desde los niveles hip6xicos por 63 + 3% (P<0,01 frente al punto basal hip6xico)
con un pequeflo cambio en la presion arterial media (MAP), gasto cardiaco o niveles de methemoglobina, pero con un
aumento notable en el NO exhalado (P<0,01 en comparacion con el punto basal). La Figura 10B ilustra el efecto de
la inhalacién de solucién salina sobre la presion arterial pulmonar en corderos hipéxicos (n = 7). La Figura 10C es un
grafico multipanel que muestra los efectos maximos de la nebulizacién de nitrito en comparacion con la nebulizacién
de solucion salina sobre PAP, MAP y el NO exhalado (eNO). Los datos son medias + SEM.

La Figura 11 ilustra los efectos de la inhalacién de anién nitrito en corderos recién nacidos durante una hiperten-
sién pulmonar normoxica estable (SaO, ~99%) inducida por la infusidn de un andlogo endoperéxido de tromboxano
(U46619) (n = 6). Después de iniciar la infusién de U46619 a tiempo 0, el nitrito administrado por medio de un aerosol
redujo la presion arterial pulmonar (PAP) desde el nivel basal de infusién un 23 + 6% (P<0,05 en comparacién con el
punto basal de infusién) sin un cambio medible en la presién arterial media (MAP) y con un aumento moderado en el
NO exhalado (P<0,01 en comparacién con el punto basal).

La Figura 12A compara el cambio en los valores de presion arterial pulmonar (PAP), NO exhalado y hierro-ni-
trosil-hemoglobina, medidos tanto por quimioluminiscencia como por resonancia paramagnética de electrones (EPR)
después de la inhalacion de nitrito en animales con hipertension pulmonar inducida con hipoxia o infusién del ané-
logo de tromboxano U46199. Los datos para la hierro- nitrosil-hemoglobina, medidos por dreas de picos de gasto
después de quimioluminiscencia reductora basada en triyoduro (Figura 12B) y por profundidad del pico a 3350 Gaus
en resonancia paramagnética electrénica (EPR) (Figura 12C; linea roja: inducido con farmaco, linea azul: hipéxico)
se midieron 20 minutos después iniciar la inhalacién de nitrito. La Figura 12D muestra el cambio en la presion arterial
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pulmonar media durante la hipoxia después de la inhalacién de nitrito sédico nebulizado estaba relacionado con el pH
sanguineo, estando asociada una mayor vasodilatacién con la reduccién del pH (r = 0,57, P = 0,055). Los datos son
medias + SEM.

La Figura 13 es una figura multipanel que muestra la duracién del efecto de la inhalacién de gas NO (n = 7)
(Figura 13A) o la nebulizacién de nitrito (n = 7) (Figura 13B) sobre las mediciones hemodindmicas y metabdlicas
durante una hipertension pulmonar inducida por hipoxia. El tratamiento con nitrito en aerosol produjo una rapida
reduccion sostenida en la vasoconstriccién pulmonar inducida por hipoxia y un aumento graduado en la concentracién
de gas NO exhalado sin cambios en la presion sanguinea arterial media. Estos resultados se contrastan con el rdpido
retorno de la presién arterial pulmonar al valor basal hipéxico después de terminar la inhalacién del gas NO (Figura
13A). Las concentraciones de methemoglobina (Met Hb) aumentaron desde el nivel basal del 2,1 + 0,1% al 2,8 =
0,2% después de la nebulizacién de nitrito (P<0,05). Debe tenerse en cuenta que las concentraciones de 6xido nitrico
exhalado en la Figura 13A alcanzan el limite de deteccién durante la administracién de 6xido nitrico inhalado (20
ppm). La Figura 13C muestra el cambio en la presion arterial pulmonar (PAP) después de la aerosolizacién de nitrito
nebulizado y durante la hora restante de hipoxia después de finalizar la nebulizacién de nitrito. La Figura 13D muestra
las concentraciones en plasma arterial de nitrito durante el transcurso del experimento. La Figura 13E muestra la
relacién entre presion arterial pulmonar y NO exhalado después de la nebulizacién de nitrito durante la hipoxia. Los
datos son medias + SEM.

La Figura 14 es una figura de mdltiples columnas (paneles) que representa el disefio experimental y los resul-
tados bioquimicos y clinicos en una serie de primates no humanos que recibieron nitrito intravenoso para examinar
sus efectos sobre el desarrollo de vasoespasmos en las arterias cerebrales y la isquemia resultante. Cada una de las
tres columnas representa un grupo experimental separado (control, baja concentracidn de nitrito y alta concentracién
de nitrito). Esta figura describe el disefio experimental (fila superior: las flechas que indican hacia abajo marcan los
acontecimientos; las flechas pequefias que indican hacia arriba en la columna central representan las administraciones
diarias de nitrito en bolo), los resultados bioquimicos (gréficos lineales: rojo, niveles de nitrito en sangre; azul, niveles
de nitrito en CSF; verde, niveles de proteina nitrosilada/albimina en CSF; el grafico de barras de color marrén repre-
senta los niveles de methemoglobina en sangre) y la presion sanguinea media (el dltimo grafico en barras grises) en
muestras recogidas durante el experimento.

La Figura 15 presenta arteriogramas cerebrales caracteristicos antes de SAH (dia O (antes de la infusién); Figura
15A, 15C) y en el dia 7 después de SAH (Figura 15B, 15D) en dos animales: un control tratado con infusién intra-
venosa de solucién salina a 2 ul/min durante 14 difas (Figura 15A, 15B) y otro tratado con nitrito intravenoso a 870
pmol/min durante 14 dias (Figura 15C, 15D). En la Figura 15B, las flechas apuntan a la arteria cerebral media derecha
(RMCA) en el espasmo. R ICA, la arteria carétida interna derecha, R ACA la arteria cerebral anterior derecha.

La Figura 16 representa el grado de vasoespasmo en la arteria cerebral media derecha (R MCA) en cada animal de
todos los grupos experimentales (8 controles, 3 de baja dosis y 3 de alta dosis de nitrito). El vasoespasmo R MAC se
evalué como el drea del segmento de 14 mm proximal de la MCA derecha por tres examinadores siguiendo un disefio
ciego usando un sistema de andlisis de imdgenes informatizado (NHI Image 3.21). El vasoespasmo arteriografico
se cuantifico con respecto a cada arteriograma basal de los animales. Los valores medios para los grupos de solucién
salina frente a nitrito se representan por los circulos; las barras representan desviaciones tipicas. Significado estadistico
p <0,001.

Descripcion detallada de la descripcion
1. Abreviaturas
ANOVA andlisis de varianza

Carboxi-PTIO 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina- 1-oxil-3-6xido de potasio

DCV vasoespasmo cerebral retardado

Desoxi-RBC glébulos rojos desoxigenados

eNOS NO sintasa endotelial

FiO, concentracion fraccional de oxigeno inspirado
FBF flujo sanguineo en el antebrazo

iNO 6xido nitrico inhalado

I/R isquemia-reperfusion

LCA arteria coronaria principal
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L-NMMA L-NG-monometil-arginina
LV ventriculo izquierdo

NO oxido nitrico

NOS oxido nitrico sintasa

MAP presion arterial media
MetHb methemoglobina
Oxi-RBC glébulos rojos oxigenados
PBS solucidn salina tamponada con fosfato
pO, (0 PO,) presion parcial de oxigeno
SAH hemorragia subaracnoidea
S-NO S-nitroso-hemoglobina.

1I. Términos

A menos que se indique otra cosa, los términos usados en el presente documento deben estar de acuerdo con sus
definiciones convencionales y su uso convencional. Por ejemplo, un experto en la materia puede obtener definiciones
para los términos usados en este documento en diccionarios y libros de texto de referencia, por ejemplo: Stedman’s
Medical Dictionay (26th Ed., Williams and Wilkins, Editor M. Sparycar, 1995); The New Oxford American Dictionary
(Oxford University Press, Eds E. Jewell and F. Abate, 2001); Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook
et al., 3rd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001); y Hawley’s Condensed Chemical Dictionary, 11th Ed.
(Eds. N.I. Sax and R. J. Lewis, Sr., Van Nostrand Reinhold, New York, New York, 1987); Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Referente (VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8)).

Para facilitar la revisién de las diversas realizaciones, se proporcionan las siguientes explicaciones de términos
especificos:

Animal: organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye, por ejemplo, mamiferos y aves.
El término mamiferos incluye tanto mamiferos no humanos como humanos.

Isquemia cerebral o ictus isquémico: una patologia que se produce cuando una arteria que se dirige o que estd en
el cerebro se bloquea parcial o completamente de tal forma que la demanda de oxigeno del tejido supera al oxigeno
suministrado. Al verse privado de oxigeno y de otros nutrientes después de un ictus isquémico, el cerebro se daia
como resultado del ictus.

Un ictus isquémico puede producirse por varios tipos diferentes de enfermedades. El problema mas comtun es el
estrechamiento de las arterias en el cuello o en la cabeza. La mayoria de las veces esto se produce por aterosclerosis
o deposicion gradual de colesterol. Si las arterias se estrechan demasiado, pueden acumularse glébulos rojos en ellas
y pueden formarse codgulos sanguineos (trombos). Estos codgulos sanguineos puede bloquear la arteria en la que se
forman (trombosis) o pueden desprenderse y quedar atrapados en arterias mas proximas al cerebro (embolia).

Otra causa de ictus son los codgulos sanguineos en el corazén, que pueden producirse como resultado de un
latido cardiaco irregular (por ejemplo, fibrilacién auricular), un ataque cardiaco o anomalias en las vélvulas cardiacas.
Aunque éstas son las causas mds comunes del ictus isquémico, hay otras muchas causas posibles. Los ejemplos
incluyen el uso de drogas, lesiones traumaticas en los vasos sanguineos del cuello o trastornos de la coagulacién
sanguinea.

El ictus isquémico es, con mucho, el tipo de ictus mas comun, representando aproximadamente el 80% de todos los
ictus. El ictus puede afectar a personas de todas las edades, incluyendo nifios. Muchas personas con ictus isquémicos
son ancianos (de 60 o mds afios), y el riesgo de ictus aumenta al aumentar la edad. En todas las edades el ictus es mas
comun en hombres que en mujeres, y es mas comun entre afroamericanos que en los americanos blancos. Muchas
personas con ictus tienen otros problemas o afecciones que hace que tengan un mayor riesgo de ictus, tales como una
elevada presion sanguinea (hipertension), enfermedad cardiaca, habito de fumar o diabetes.

Fetal: un término que describe el periodo de tiempo en la tltima parte del embarazo cuando los sistemas de
organos son funcionales y estdn establecidos los patrones de flujo sanguineo para drganos criticos centrales tales como
el corazon, el cerebro y los pulmones.
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Hipoxia: deficiencia en la cantidad de oxigeno que alcanza los tejidos corporales.

Composicion inyectable: una composicion fluida farmacéuticamente aceptable que comprende al menos un in-
grediente activo, por ejemplo, una sal de nitrito. El ingrediente activo normalmente se disuelve o suspende en un
vehiculo fisiol6gicamente aceptable, y la composicién ademds puede comprender cantidades minoritarias de una o
mads sustancias auxiliares no tdxicas tales como agentes emulsionantes, conservantes, agentes tamponantes del pH
y similares. Estas composiciones inyectables que son utiles para uso con las composiciones de esta descripcién son
convencionales; las formulaciones apropiadas son bien conocidas en la técnica.

Isquemia: un fendmeno vascular en el que se produce una reduccién en el suministro de sangre a un érgano, tejido
o parte del cuerpo, por ejemplo, por constriccién u obstruccién de uno o mas vasos sanguineos. Algunas veces la
isquemia se produce por vasoconstriccion, trombosis o embolia. La isquemia puede producir una lesién isquémica
directa, lesion tisular debida a la muerte celular producida por una reduccién del suministro de oxigeno.

Lesion por isquemia/reperfusion: ademds de la lesién inmediata que se produce durante la privacién del flujo
sanguineo, la lesién por isquemia/reperfusién implica lesiones tisulares que se producen después de restaurar el flujo
sanguineo. Actualmente se cree que gran parte de esta lesion es producida por productos quimicos y radicales libres
liberados en los tejidos isquémicos.

Cuando un tejido se somete a isquemia, se inicia una secuencia de sucesos quimicos que finalmente pueden ocasio-
nar una disfuncion celular y necrosis. Si la isquemia termina por la restauracién del flujo sanguineo, va seguida de una
segunda serie de sucesos perjudiciales que producen lesiones adicionales. De esta manera, cuando hay una reduccién
transitoria o interrupcién del flujo sanguineo en un sujeto, la lesién resultante implica dos componentes - la lesién
directa que se produce durante el intervalo isquémico y la lesion indirecta o de reperfusion que se produce posterior-
mente. Cuando la isquemia tiene una larga duracién predomina la lesion isquémica directa, debida a la hipoxia. Para
una isquemia con una duracidn relativamente corta, la lesion mediada por reperfusion o indirecta se vuelve cada vez
mds importante. En algunos casos, la lesion producida por la reperfusion puede ser mas severa que la lesién inducida
por la propia isquemia. Se ha demostrado que este patrén de contribucién relativa de lesiones por mecanismos directos
e indirectos se produce en todos los 6rganos.

Methemoglobina: 1a forma oxidada de la hemoglobina en la que el hierro del componente hemo se ha oxidado desde
el estado ferroso (+2) al estado férrico (+3). Esto hace que la molécula de hemoglobina sea incapaz de transportar y
liberar eficazmente oxigeno a los tejidos. Normalmente, hay aproximadamente un 1% de hemoglobina total en forma
de methemoglobina.

Methemoglobinemia: una afeccioén en la que una parte sustancial de la hemoglobina de la sangre de un sujeto
estd en forma de methemoglobina, de manera que no puede llevar oxigeno de manera eficaz a los tejidos. La methe-
moglobinemia puede ser un trastorno hereditario, pero también puede adquirirse por exposicién a agentes quimicos
tales como nitratos (agua contaminada con nitrato), colorantes de anilina y clorato potasico. No es la presencia de
methemoglobina, sino la cantidad, lo que es importante en una situacién clinica. A continuacién se proporcionan in-
dicaciones generales de sintomas asociados con diferentes niveles de methemoglobina en la sangre: <1,7%, normal;
10-20%, cianosis leve (sustancialmente asintomadtica, aunque puede hacer que la sangre adquiera un color “marrén
chocolate”); 30-40%, dolor de cabeza, fatiga, taquicardia, debilidad, desvanecimientos; >35%, sintomas de hipoxia
tales como disnea y letargia; 50-60%, acidosis, arritmias, coma, convulsiones, bradicardia, hipoxia severa, ataques;
>70% normalmente produce muerte.

Neonato: un término que describe el organismo humano o animal en el periodo de tiempo después del nacimiento
y que se extiende hasta que se completan los ajustes desde la vida fetal a la vida del recién nacido.

Nitrito: el ani6én inorgdnico NO, o una sal de acido nitroso (NO,). Los nitritos a menudo son muy solubles y
pueden oxidarse para formar nitratos o reducirse para formar 6xido nitrico o amoniaco. El nitrito puede formar sales
con metales alcalinos tales como sodio (NaNO,, que también se conoce como sal sédica del dcido nitroso), potasio
y litio, con metales alcalinotérreos tales como calcio, magnesio y bario, y con bases orgdnicas tales como bases de
amina, por ejemplo diciclohexilamina, piridina, arginina, lisina y similares. Otras sales de nitrito pueden formarse a
partir de una diversidad de bases orgdnicas e inorganicas. En realizaciones particulares, el nitrito es una sal de un nitrito
aniénico administrado con un catién, selecciondndose dicho catién entre sodio, potasio y arginina. Muchas sales de
nitrito estdn disponibles en el mercado y/o se producen facilmente usando técnicas convencionales.

Parenteral: administrado fuera del intestino, por ejemplo, por una via distinta del tracto digestivo. En general, las
formulaciones parenterales son las que se administran de cualquier modo posible excepto la ingestion. Este término
se refiere especialmente a inyecciones administradas por via intravenosa, intratecal, intramuscular, intraperitoneal o
subcutdnea, y a diversas aplicaciones superficiales, incluyendo, por ejemplo, la aplicacién intranasal, intradérmica y
topica.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables: los vehiculos farmacéuticamente aceptables utiles en esta descripcion
son convencionales. Remington’s Pharmaceutical Sciences, por E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, Pa, 15th
Edition (1975), describe composiciones y formulaciones adecuadas para la administracién farmacéutica de los com-
puestos descritos en este documento.
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En general, la naturaleza del vehiculo dependera del modo de administracién particular que se vaya a emplear. Por
ejemplo, las formulaciones parenterales normalmente comprenden fluidos inyectables que incluyen fluidos farmacéu-
tica y fisiolégicamente aceptable tales como agua, solucidn salina fisioldgica, soluciones salinas equilibradas, dextrosa
acuosa, glicerol o similares, como vehiculos. En el caso de las composiciones sélidas (por ejemplo, en forma de polvo,
pildora, comprimido o cdpsula), los vehiculos sélidos no téxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo, calida-
des farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon o estearato de magnesio. Ademads de vehiculos biolégicamente neutros,
las composiciones farmacéuticas a administrar pueden contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares no t6-
xicas tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes tamponantes del pH y similares, por
ejemplo, acetato s6dico o monolaurato de sorbitdn.

Enfermedad vascular periférica (PVD): una afeccién en la que las arterias que llevan sangre a los brazos o piernas
se estrechan u obstruyen. Esto interfiere con el flujo sanguineo normal, produciendo algunas veces dolor pero sin
causar a menudo sintomas ficilmente detectables.

La causa méds comin de PVD es la aterosclerosis, un proceso gradual en el que se acumulan colesterol y tejido
cicatricial, formando placas que obstruyen los vasos sanguineos. En algunos casos, la PVD puede producirse por
codgulos sanguineos que se alojan en las arterias y restringen el flujo sanguineo. La PVD afecta a aproximadamente
una de cada 20 personas a la edad de 50 afios, o a 8 millones de personas en los Estados Unidos. Mds de la mitad de
las personas con PVD experimentan dolor o entumecimiento de las piernas y otros sintomas, pero muchas personas
hacen caso omiso de estos signos considerandolos “una parte normal del envejecimiento” y no buscan ayuda médica.
El sintoma mds comun de la PVD es un calambre doloroso en la pierna o en la cadera, particularmente cuando se
camina. Este sintoma, también conocido como “claudicacién”, se produce cuando no hay suficiente flujo de sangre
para los miisculos de las piernas durante el ejercicio de tal forma que se produce una isquemia. El dolor tipicamente
desaparece cuando los musculos estdn en reposo.

Otros sintomas pueden incluir entumecimiento, hormigueo o debilidad en las piernas. En casos severos, las perso-
nas con PVD pueden experimentar un dolor urente o intenso en una extremidad, tal como en el pie o en los dedos de
los pies aunque estén en reposo, o pueden desarrollar una llaga en la pierna o en el pie que no se cura. Las personas con
PVD también pueden experimentar un enfriamiento o cambio de color en la piel de las piernas o los pies, o pérdida
de pelo en las piernas. En casos extremos, la PVD no tratada puede conducir a una gangrena, una afeccion grave que
puede requerir la amputacién de una pierna, pie o dedos de los pies. Las personas con PVD también tienen un mayor
riesgo de enfermedad cardiaca e ictus.

Un “agente farmacéutico” o “fdrmaco” se refiere a un compuesto quimico u otra composicién que puede inducir
un efecto terapéutico o profilactico deseado cuando se administra de manera apropiada a un sujeto.

Placenta: un 6rgano vascular que hace que se produzca el intercambio metabdlico entre la madre y el feto en
mamiferos. Libera oxigeno, agua y nutrientes al feto desde la sangre de la madre y secreta las hormonas necesarias
para un embarazo con éxito. Ademads, lleva los residuos procedentes del feto a procesar en el cuerpo de la madre.

Preeclampsia: una enfermedad de causa desconocida en mujeres embarazadas, caracterizada por hipertension,
vasos sanguineos anémalos en la placenta y proteinas en la orina. Con frecuencia, pero no siempre, se produce con
diabetes gestacional o en pacientes diabéticas. Otros sintomas pueden incluir retencién de agua, que conduce a un
hinchamiento de la cara, manos y pies, y un mayor aumento de peso. También se denomina toxemia. La preeclampsia
puede derivar en eclampsia si no se trata. La tinica cura conocida para la preeclampsia es el nacimiento del nifio.

Prevencion o tratamiento de una enfermedad: “prevencién” de una enfermedad se refiere a la inhibicién del des-
arrollo completo de una enfermedad. “Tratamiento™ se refiere a una intervencion terapéutica que mejora un signo o
sintoma de una enfermedad o patologia después de que haya empezado a desarrollarse.

Purificado: el término purificado no requiere una pureza absoluta; en su lugar, debe entenderse como un término
relativo. De esta manera, por ejemplo, una preparacién de sal de nitrito purificada es una preparacion en la que la
sal de nitrito especificada estd mds enriquecida que en su medio de generacion, por ejemplo dentro de una camara
de reaccién bioquimica. Preferiblemente, una preparacion de una sal de nitrito especificada se purifica de tal forma
que la sal represente al menos un 50% del contenido total de nitrito de la preparacién. En algunas realizaciones, una
preparacion purificada contiene al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos
un 90% y al menos un 95% o mas del compuesto especificado, tal como una sal de nitrito particular.

Reperfusion: restauracion del suministro de sangre a un tejido que es isquémico debido a la reduccién del sumi-
nistro de sangre. La reperfusion es un procedimiento para tratar el infarto u otra isquemia, permitiendo que el tejido
isquémico viable se recupere y limitando de esta manera necrosis adicionales. Sin embargo, se cree que la propia
reperfusion puede dafar el tejido isquémico, produciendo lesién por reperfusion.

Sujeto: organismos multicelulares vivos, incluyendo organismos vertebrados, una categoria que incluye tanto seres
humanos como mamiferos no humanos.

Terapéutico: un término genérico que incluye tanto el diagndstico como el tratamiento.
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Cantidad terapéuticamente eficaz de [un vasodilatador]: una cantidad de compuesto, tal como una sal de nitrito,
suficiente para conseguir un efecto deseado en un sujeto que se estd tratando. Por ejemplo, puede ser la cantidad
necesaria para tratar o mejorar una presion sanguinea relativamente elevada, o para reducir de forma medible la presién
sanguinea durante un periodo de tiempo, o para inhibir de forma medible un aumento en la presién sanguinea, en un
sujeto.

Una cantidad eficaz de un vasodilatador puede administrarse en una sola dosis, o en varias dosis, por ejemplo
diariamente, durante un curso de tratamiento. Sin embargo, la cantidad eficaz serd dependiente del compuesto aplicado,
el sujeto a tratar, la gravedad y tipo de afeccién y la forma de administracién del compuesto. Por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un ingrediente activo puede medirse como la concentracién (moles por litro o molar - M)
del ingrediente activo (tal como una sal farmacéuticamente aceptable de nitrito) en la sangre (in vivo) o un tampo6n (in
vitro) que produce un efecto.

A modo de ejemplo, como se describe en este documento, ahora se ha demostrado que las sales farmacéuticamente
aceptables de nitrito (tales como el nitrito sédico) son eficaces como vasodilatadores a dosificaciones calculadas de
concentracion final de nitrito de aproximadamente 0,6 a aproximadamente 200 uM en la sangre circulante de un
sujeto, pudiendo determinarse estos niveles empiricamente o a través de cdlculos. Los niveles especificos pueden
alcanzarse, por ejemplo, proporcionando menos de aproximadamente 200 mg o menos de nitrito en una sola dosis,
o proporcionando la dosis durante un periodo de tiempo (por ejemplo, por infusién o inhalacién). Por ejemplo, otras
dosificaciones pueden ser de 150 mg, 100 mg, 75 mg, 50 mg o menos. En este documento se proporcionan ejemplos
de dosis especificas de sales de nitrito, aunque los ejemplos no pretenden ser limitantes. Las cantidades de dosificacién
exactas pueden variar en funcidn de las dimensiones del sujeto que se va a tratar, la duracion del tratamiento, el modo
de administracién y similares.

Son cantidades terapéuticamente eficaces particularmente beneficiosas de un vasodilatador, tal como una sal de ni-
trito farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, nitrito sédico), las que son eficaces para conseguir una vasodilatacién
o para aumentar el flujo sanguineo, pero no tanto como para producir un nivel significativo o téxico de methemoglo-
bina en el sujeto al que se administra el vasodilatador. En realizaciones especificas, por ejemplo, no se produce mas
de aproximadamente un 25% de methemoglobina en el sujeto. Mds preferiblemente, no se produce mas de un 20%,
no mas de un 15%, no mas de un 10%, no mds de un 8% o un porcentaje menor de methemoglobina, por ejemplo, tan
bajo como 5% o un 3% o menos, en respuesta al tratamiento con el vasodilatador.

Los compuestos descritos en este documento tienen la misma aplicacidn en situaciones médicas y veterinarias. Por
lo tanto, se entiende que la expresion general “sujeto que se va a tratar” incluye todos los animales (por ejemplo, seres
humanos, simios, animales de laboratorio, animales de compafiia, etc.) que padecen o pueden padecer una anomalia
en la presion sanguinea, tal como hipertension.

Vasoconstriccion: la disminucién del calibre o drea transversal de un vaso sanguineo, por ejemplo la constriccién
de arteriolas que ocasiona una reduccién del flujo sanguineo en una parte del cuerpo. Esto puede producirse por
un vasoconstrictor especifico, un agente (por ejemplo, un compuesto quimico o bioquimico) que produce, directa o
indirectamente, constriccién de vasos sanguineos. Este agente puede denominarse también agente vasohipertonico, y
se dice que tiene actividad vasoconstrictora. Una categoria representativa de vasoconstrictores es el vasopresor (del
término presor, que tiende a aumentar la presion sanguinea), usdndose este término generalmente para hacer referencia
a un agente que estimula la contraccién del tejido muscular de los capilares y las arterias.

La vasoconstricciéon también puede deberse a un vasoespasmo, a una vasodilatacién inadecuada, al espesamiento
de la pared de los vasos 0 a la acumulacién de materiales que restringen el flujo en las superficies de las paredes internas
o dentro de la propia pared. La vasoconstriccién es un factor importante, presunto o probado, en el envejecimiento
y en diversas patologias que incluyen aterogénesis generalizada progresiva, infarto de miocardio, ictus, hipertension,
glaucoma, degeneracién macular, migrafia, hipertensién y diabetes mellitus, entre otras.

Vasodilatacion: un estado en el que estd aumentado el calibre de los vasos sanguineos, o la accién de dilatacion de
un vaso sanguineo, por ejemplo la dilatacién de las arteriolas que conduce a un aumento del flujo sanguineo en una
parte del cuerpo. Puede producirse por un vasodilatador especifico, un agente (por ejemplo, un compuesto quimico
o bioquimico) que produce, directa o indirectamente, dilatacién de los vasos sanguineos. Este agente también puede
denominarse agente vasohipotonico, y se dice que tiene actividad vasodilatadora.

Vasoespasmo: otra causa de ictus se produce secundariamente al espasmo de los vasos sanguineos que irrigan
el cerebro. Este tipo de ictus tipicamente sigue a una hemorragia subaracnoidea aneurismatica con un retraso del
desarrollo del vasoespasmo en las 2-3 semanas posteriores al suceso hemorrdgico. Un tipo similar de ictus puede
complicar la anemia de células falciformes.

A menos que se explique de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen
los mismos significados que se entienden comiinmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece esta
invencion. Los términos singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen los referentes plurales a menos que el contexto
indique claramente otra cosa. De forma similar, la palabra “0” pretende incluir “y” a menos que el contexto indique
claramente otra cosa. Por lo tanto, “que comprende A o B” significa que incluye A, o B, o A y B. Ademads debe

entenderse que todos los tamafios de bases o tamafios de aminoacidos, y todos los valores de peso molecular o de masa
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molecular dados para los dcidos nucleicos o polipéptidos son aproximados y se proporcionan con fines descriptivos.
En caso de conflicto tendré preferencia la presente memoria descriptiva, incluyendo las explicaciones de términos.

III. Vision general de varias realizaciones

Sorprendentemente, se ha descubierto que la administracion de sales de nitrito farmacéuticamente aceptables es
util en la regulacion del sistema cardiovascular. También se ha descubierto que, sorprendentemente, el nitrito se reduce
a 6xido nitrico in vivo y que el 6xido nitrico producido de esta manera es un vasodilatador eficaz. Sorprendentemente,
estos efectos se producen a dosis que no producen methemoglobinemia de una forma clinicamente significativa. Estos
descubrimientos ahora permiten desarrollar métodos para prevenir y tratar afecciones asociadas con el sistema cardio-
vascular, por ejemplo, una elevada presion sanguinea, hipertensién pulmonar, vasoespasmo cerebral y lesion tisular
por isquemia-reperfusion. Estos descubrimientos también proporcionan métodos para aumentar el flujo sanguineo en
los tejidos, por ejemplo, en tejidos en regiones de baja tensién de oxigeno. Es particularmente sorprendente que el
nitrito no tenga que aplicarse en un estado acidificado para que sea eficaz en la regulacién del sistema cardiovascular,
y mds particularmente para actuar como un vasodilatador in vivo.

Por consiguiente, la presente descripcion proporciona un uso como se define en la reivindicacion 1. El medicamento
puede ser para la administracién al sujeto a aproximadamente 36 ymoles por minuto o menos en la arteria braquial del
antebrazo o por via intravenosa.

El medicamento es til en un método para reducir la presién sanguinea de un sujeto, incluyendo la administracién
al sujeto de una cantidad eficaz de nitrito farmacéuticamente aceptable para reducir (o disminuir o rebajar) la presién
sanguinea del sujeto. El medicamento también es util en un método para tratar a un sujeto que tiene una afeccién
asociada con una elevacion de la presion sanguinea, que incluye la administracion al sujeto de una cantidad eficaz
de nitrito farmacéuticamente aceptable para tratar al menos una complicacién vascular asociada con la elevacién de
la presion sanguinea. También es titil en un método para tratar a un sujeto que tiene una afeccién hemolitica, que
incluye la administracion al sujeto de una cantidad eficaz de nitrito farmacéuticamente aceptable para tratar al menos
una complicacién vascular asociada con la afeccién hemolitica.

El medicamento es util en un método para aumentar el flujo sanguineo en un tejido de un sujeto, que incluye la
administracién al sujeto de una cantidad eficaz de nitrito farmacéuticamente aceptable para aumentar el flujo sanguineo
en el tejido del sujeto. También, es ttil en un método para producir una cantidad de NO eficaz en un sujeto para
reducir la presién sanguinea del sujeto, que incluye la administracién de un nitrito farmacéuticamente aceptable al
sujeto.

La presente descripcion describe ademds una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
nitrito farmacéuticamente aceptable y un vehiculo.

Una complicacion vascular es una o mas seleccionadas entre el grupo que consiste en hipertensién pulmonar (que
incluye hipertensién pulmonar neonatal, hipertensién pulmonar primaria e hipertensiéon pulmonar secundaria), hiper-
tension sistémica, ulceracion cutdnea, insuficiencia renal aguda, insuficiencia renal crénica, trombosis intravascular,
un suceso isquémico del sistema nervioso central y muerte.

En algunas realizaciones, los medicamentos son para la administracion a neonatos para tratar la hipertensién pul-
monar.

Una afeccidon hemolitica incluye una o més seleccionadas entre: anemia de células falciformes, talasemia, enfer-
medad de hemoglobina C, enfermedad de hemoglobina SC, talasemia de células falciformes, esferocitosis hereditaria,
eliptocitosis hereditaria, ovalcitosis hereditaria, deficiencia en glucosa-6-fosfato y otras deficiencias enzimadticas de
glébulos rojos, hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), criohemoglobinuria paroxistica (PCH), pirpura trombo-
citopénica trombdética/sindrome urémico hemolitico (TTP/HUS), anemia hemolitica autoinmune idiopatica, anemia
hemolitica inmune inducida por firmacos, anemia hemolitica inmune secundaria, anemia hemolitica no inmune pro-
ducida por agentes quimicos o fisicos, malaria, malaria falciparum, bartonelosis, babesiosis, infeccién por clostridios,
infeccién grave por haemophilus influenzae de tipo b, quemaduras importantes, reaccién a una transfusién, rabdomio-
lisis (mioglobinemia), transfusién de sangre envejecida, bypass cardiopulmonar y hemodialisis.

La reduccién del flujo sanguineo en el tejido se produce directa o indirectamente por al menos una de las siguien-
tes afecciones: anemia de células falciformes, talasemia, enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de hemoglobina
SC, talasemia de células falciformes, esferocitosis hereditaria, eliptocitosis hereditaria, ovalcitosis hereditaria, defi-
ciencia en glucosa-6-fosfato y otras deficiencias enziméticas de glébulos rojos, hemoglobinuria paroxistica nocturna
(PNH), criohemoglobinuria paroxistica (PCH), pdrpura trombocitopénica trombética/sindrome urémico hemolitico
(TTP/HUS), anemia hemolitica autoinmune idiopdtica, anemia hemolitica inmune inducida por firmacos, anemia he-
molitica inmune secundaria, anemia hemolitica no inmune producida por agentes quimicos o fisicos, malaria, malaria
falciparum, bartonelosis, babesiosis, infeccion por clostridios, infeccidén grave por haemophilus influenzae de tipo b,
quemaduras importantes, reaccién a una transfusion, rabdomiolisis (mioglobinemia), transfusion de sangre envejecida,
transfusién de hemoglobina, transfusién de glébulos rojos, bypass cardiopulmonar, enfermedad coronaria, sindrome
isquémico cardiaco, angina, hemdlisis iatrogénica, angioplastia, isquemia de miocardio, isquemia tisular, hemolisis
producida por dispositivos intravasculares, hemodidlisis, hipertensién pulmonar, hipertension sistémica, ulceracién
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cutdnea, insuficiencia renal aguda, insuficiencia renal crénica, trombosis intravascular y un suceso isquémico en el
sistema nervioso central.

El tejido puede ser un tejido isquémico. El medicamento puede ser para administracién parenteral, oral, bucal,
rectal, ex vivo o intraocular. La administracion puede ser peritoneal, intravenosa, intraarterial, subcutanea, por inha-
lacién o intramuscular. En algunas realizaciones, los medicamentos son para la administracion al sujeto en un medio
de baja tensién de oxigeno, o para que actien en un drea del cuerpo del sujeto que presenta una tension de oxigeno
relativamente baja. En algunas realizaciones, el nitrito es para la administracién como una sal de nitrito farmacéutica-
mente aceptable tal como, por ejemplo, nitrito sédico, nitrito potdsico o nitrito de arginina. En algunas realizaciones,
el nitrito es para la administracién en combinacién con un agente activo adicional. Especificamente se contempla que,
en ciertas realizaciones, el sujeto es un mamifero, por ejemplo un ser humano.

La descripcién ademds proporciona el uso como se define en la reivindicacién 1, donde el medicamento es para el
tratamiento de un sujeto que tiene hipertensién pulmonar, incluyendo para la administracion al sujeto de una cantidad
eficaz de un nitrito farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, esto incluye el tratamiento de un sujeto
que tiene hipertensién pulmonar neonatal. En algunas realizaciones, esto incluye el tratamiento de un sujeto que tiene
hipertensién pulmonar primaria y/o secundarfa. En algunas realizaciones para tratar sujetos que tienen una afeccién
asociada con una presion sanguinea elevada en los pulmones, el nitrito se nebuliza.

La descripcién también proporciona sugerencias de un medio para tratar la hipertension y/o preeclampsia en mu-
jeres embarazadas. Esta terapia incluirfa la accién de nitritos en vasos sanguineos espdsticos y enfermos dentro de la
placenta.

La descripcién también proporciona la sugerencia del tratamiento, en el utero, de anomalias cardiovasculares,
hipertensién y/o un flujo sanguineo mal dirigido. En estas estrategias, el nitrito puede administrarse por introduccién
en la cavidad amnidtica directamente o por medio de minibombas osméticas, esto tltimo para conseguir la liberacién
sostenida a lo largo de dias y semanas de embarazo.

De esta manera, en el presente documento se describe un método para inducir vasodilatacién y/o aumentar el flujo
sanguineo en un sujeto, implicando dicho método administrar al sujeto una cantidad eficaz de una sal farmacéutica-
mente aceptable de nitrito durante un periodo de tiempo suficiente para inducir la vasodilatacién y/o aumentar el flujo
sanguineo en el sujeto. Los ejemplos no limitantes de sales de nitrito farmacéuticamente aceptables incluyen nitrito
sddico, nitrito potdsico y nitrito de arginina. En ejemplos de los métodos descritos, la sal farmacéuticamente aceptable
de nitrito reacciona en forma de hemoglobina en el sujeto para liberar 6xido nitrico.

Es una ventaja especifica de los métodos descritos en este documento, el hecho de que la cantidad eficaz de la
sal de nitrito farmacéuticamente aceptable administrada al sujeto no induzca niveles toxicos de methemoglobina vy,
en muchas realizaciones, no induzca la formacién de cantidades clinicamente significativas de methemoglobina en
el sujeto. Por lo tanto, en el presente documento se describen métodos en los que la cantidad eficaz de la sal de
nitrito farmacéuticamente aceptable, cuando se administra al sujeto, induce la produccién en el sujeto de no més de
aproximadamente un 25% de methemoglobina, no mds de aproximadamente un 20% de methemoglobina; no mas de
aproximadamente un 10% de methemoglobina; no mas de aproximadamente un 8% de methemoglobina; o no més de
aproximadamente un 5% de methemoglobina. De forma beneficiosa, los ejemplos de los métodos descritos inducen
la produccién de incluso menos de un 5% de methemoglobina, por ejemplo no mas de aproximadamente un 3% de
methemoglobina, menos de un 3%, menos de un 2%, o incluso menos de un 1%.

En un método especifico descrito en este documento para reducir la vasodilatacién y/o aumentar el flujo sanguineo
en un sujeto, el nitrito sédico se administra por inyeccién a aproximadamente 36 ymoles por minuto durante al menos
cinco minutos en la arteria braquial del antebrazo del sujeto.

La cantidad eficaz de la sal farmacéuticamente aceptable de nitrito es para la administracién, en diversas reali-
zaciones, en una concentracion circulante en el sujeto de aproximadamente 0,6 a 240 uM, medida localmente en el
sitio de administracién o de forma general en el sujeto. Debe indicarse que es de esperar que el nivel local de nitrito
sea mayor que el nivel circulante general, particularmente en regimenes de administracién cortos; en los regimenes
de administracién a largo plazo, tales como la administracién usando una bomba o inyector, o por inhalacién, es de
esperar que el nivel de nitrito general o sistémico se aproxime al nivel medido cerca del sitio de administracion.

La administracién del nitrito farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, parenteral, oral, bucal, rectal ex
vivo o intraocular en ciertas realizaciones. En diversas realizaciones, también se contempla que el medicamento puede
ser para administracién peritoneal, intravenosa, intraarterial, subcutdnea, inhalado, intramuscular o en un circuito de
bypass cardiopulmonar. También se contemplan combinaciones de dos o mds vias de administracion.

En diversas realizaciones del uso definido en las reivindicaciones, el sujeto es un mamifero. Se contempla particu-
larmente que el sujeto puede ser un ser humano.

Se contemplan métodos de terapia combinada donde el nitrito se administra en combinacién con al menos un agente
adicional. A modo de ejemplo no limitante, el agente adicional es uno o mds seleccionados entre la lista que consiste
en penicilina, hidroxiurea, butirato, clotrimazol, arginina o un inhibidor de fosfodiesterasa (tal como sildenafil).
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También se describe un método para inducir vasodilatacién y/o aumentar el flujo sanguineo en un sujeto, donde el
sujeto tiene una presion sanguinea elevada y el método es un método para tratar al menos una complicacién vascular
asociada con la presién sanguinea elevada, o el sujeto tiene una afeccién hemolitica y el método es un método para
tratar al menos una complicacién vascular asociada con la afeccién hemolitica. Opcionalmente, el sujeto puede tener
tanto una presién sanguinea elevada como una afeccién hemolitica.

En los ejemplos de los métodos descritos en este documento, la al menos una complicacién vascular es una o
mas seleccionadas entre el grupo que consiste en hipertensiéon pulmonar, hipertension sistémica, enfermedad vascular
periférica, traumatismo, paro cardiaco, cirugia general, transplante de 6rganos, ulceracion cutdnea, insuficiencia re-
nal aguda, insuficiencia renal crénica, trombosis intravascular, angina, un suceso de isquemia/reperfusion, un suceso
isquémico en el sistema nervioso central y muerte.

En los métodos descritos en este documento en los que el sujeto tiene una afeccion hemolitica, la afeccién hemo-
litica es una o mds seleccionadas entre el grupo que consiste en anemia de células falciformes, talasemia, enferme-
dad de hemoglobina C, enfermedad de hemoglobina SC, talasemia de células falciformes, esferocitosis hereditaria,
eliptocitosis hereditaria, ovalcitosis hereditaria, deficiencia en glucosa-6-fosfato y otras deficiencias enzimadticas de
glébulos rojos, hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), criohemoglobinuria paroxistica (PCH), purpura trom-
bocitopénica trombética/sindrome urémico hemolitico (TTP/HUS), anemia hemolitica autoinmune idiopdtica, ane-
mia hemolitica inmune inducida por farmacos, anemia hemolitica inmune secundaria, anemia hemolitica no inmune
producida por agentes quimicos o fisicos, malaria, malaria falciparum, bartonelosis, babesiosis, infeccion por clos-
tridios, infeccién grave por haemophilus influenzae de tipo b, quemaduras importantes, reaccion a una transfusion,
rabdomiolisis (mioglobinemia), transfusion de sangre envejecida, transfusion de hemoglobina, transfusion de glébu-
los rojos, bypass cardiopulmonar, enfermedad coronaria, sindrome de isquemia cardiaca, angina, hemdlisis iatrogé-
nica, angioplastia, isquemia de miocardio, isquemia tisular, hemdlisis producida por dispositivos intravasculares y
hemodialisis.

En todavia otro método descrito en este documento para inducir la vasodilatacién y/o aumentar el flujo sanguineo
en un sujeto, el sujeto tiene una afeccion asociada con una reduccién del flujo sanguineo en un tejido y el método
es un método para aumentar el flujo sanguineo en el tejido del sujeto. Por ejemplo, la reduccion del flujo sanguineo
en el tejido se produce directa o indirectamente por al menos una afeccién seleccionada entre el grupo que consiste
en: anemia de células falciformes, talasemia, enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de hemoglobina SC, tala-
semia de células falciformes, esferocitosis hereditaria, eliptocitosis hereditaria, ovalcitosis hereditaria, deficiencia en
glucosa-6-fosfato y otras deficiencias enzimaticas de gldbulos rojos, hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), crio-
hemoglobinuria paroxistica (PCH), pirpura trombocitopénica trombdtica/sindrome urémico hemolitico (TTP/HUS),
anemia hemolitica autoinmune idiopdtica, anemia hemolitica inmune inducida por farmacos, anemia hemolitica inmu-
ne secundaria, anemia hemolitica no inmune producida por agentes quimicos o fisicos, malaria, malaria falciparum,
bartonelosis, babesiosis, infeccioén por clostridios, infeccién grave por haemophilus influenzae de tipo b, quemaduras
importantes, reaccion a una transfusion, rabdomiolisis (mioglobinemia), transfusién de sangre envejecida, transfusién
de hemoglobma transfusion de glébulos rojos, bypass cardlopulmonar enfermedad coronaria, sindrome isquémico
cardiaco, angina, hemolisis iatrogénica, angioplastia, isquemia de miocardio, isquemia tisular, hemolisis produ01da
por dispositivos intravasculares, hemodidlisis, hipertension pulmonar, hipertension sistémica, ulceracion cutdnea, in-
suficiencia renal aguda, insuficiencia renal crénica, trombosis intravascular y un suceso isquémico del sistema nervioso
central.

En este método descrito en el presente documento se contempla especificamente que el tejido sea un tejido isqué-
mico, por ejemplo uno o més tejidos seleccionados entre el grupo que consiste en tejido neuronal, tejido digestivo,
tejido intestinal, tejido de extremidades, tejido pulmonar, tejido nervioso central o tejido cardiaco.

También se describen métodos para inducir una vasodilatacion y/o aumentar el flujo sanguineo en un sujeto que
tiene una presion sanguinea elevada, donde la presién sanguinea elevada comprende la presién sanguinea elevada en
los pulmones. A modo de ejemplo, se contempla que este sujeto en algunos casos tiene hipertension pulmonar neonatal
o hipertensién pulmonar primaria y/o secundaria.

Cuando la presion sanguinea elevada o la necesidad de un mayor flujo sanguineo en el sujeto comprende la presion
sanguinea elevada o la necesidad de un mayor flujo sanguineo en los pulmones, la sal farmacéuticamente aceptable de
nitrito se nebuliza.

A modo de ejemplo, en diversas realizaciones la sal de nitrito farmacéuticamente es para administracién a una
concentracion circulante en el sujeto no mayor de aproximadamente 100 4M; no mayor de aproximadamente 50 uM;
no mayor de aproximadamente 20 uM; no mayor de aproximadamente 16 4M; o menor de aproximadamente 16 uM.

Otra realizacién es el uso como se ha definido en la reivindicacién 1 para tratar o producir una mejoria en una
afeccion seleccionada entre: (a) lesién por isquemia-reperfusion cerebral, cardiaca o hepatica; (b) hipertensiéon pulmo-
nar; o (c) vasoespasmo de arterias cerebrales en un sujeto, por medio de la reduccién de la presién sanguinea y/o el
aumento de la vasodilatacién en el sujeto.

En ejemplos especificos de esta realizacion, el uso es un uso en el que el medicamento es para tratar o producir
una mejoria de una lesién por isquemia-reperfusiéon cerebral, cardiaca o hepatica. Opcionalmente, el nitrito es para
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administracién al sujeto por inyeccidn, por ejemplo por inyeccién intravenosa. En ciertos ejemplos, el nitrito sédico
es para administracion a una concentracién circulante de aproximadamente 0,6 a 240 uM.

En otros ejemplos especificos de esta realizacion, el medicamento es para tratar o producir una mejoria en ca-
so de hipertensiéon pulmonar, tal como, por ejemplo, la hipertension pulmonar neonatal. De forma beneficiosa, en
estos métodos, el nitrito sédico puede ser para administracion al sujeto por inhalacién, por ejemplo puede nebulizar-
se. Opcionalmente, en cualquiera de estos métodos, el nitrito sédico es para administracion a una velocidad de 270
pmol/minuto, aunque se contemplan otras velocidades y niveles circulantes.

En otros ejemplos de esta realizacién, también se proporcionan usos en los que el medicamento es para tratar
o producir una mejoria en caso de vasoespasmo de arterias cerebrales. Opcionalmente, el nitrito sédico es para la
administracién al sujeto por inyeccién, por ejemplo, por inyeccién intravenosa. En ejemplos de estos métodos, el
nitrito sédico es para la administracién en una proporcidn de aproximadamente 45 a 60 mg/kg.

En ejemplos de los usos descritos, el nitrito sédico opcionalmente puede ser para administracién en combinacién
con al menos otro agente adicional.

En cualquiera de los usos descritos, se contempla que el sujeto puede ser un mamifero, tal como por ejemplo un
ser humano.

IV. Nitrito sédico como vasodilatador in vivo

Los aniones nitrito estdn presentes en concentraciones de aproximadamente 150-1000 nM en el plasma y de apro-
ximadamente 10 uM en el tejido adrtico. Esto representa las mayores reservas de almacenamiento vasculares de 6xido
nitrico (NO), siempre que existan mecanismos fisioldgicos para reducir el nitrito a NO. Se han investigado las pro-
piedades vasodilatadoras del nitrito en el antebrazo humano y los mecanismos existentes para su bioactivacion y los
resultados se presentan en este documento. Se infundi6 nitrito sédico a aproximadamente 36 ymoles por minuto en
la arteria braquial del antebrazo de 18 voluntarios normales, obteniéndose una concentracion de nitrito regional de
aproximadamente 222 uM y un aumento inmediato de aproximadamente un 175% en el flujo sanguineo del antebrazo
en reposo. Se observé un aumento del flujo sanguineo en reposo durante la inhibicion de la NO sintasa y con ejercicio,
y se obtuvo una mayor perfusién del tejido, como se demuestra por aumentos en la saturacién venosa de hemoglobina-
oxigeno, en la presion parcial de oxigeno y en el pH. Las concentraciones sistémicas de nitrito aumentaron a aproxi-
madamente 16 uM y redujeron significativamente la presién sanguinea arterial media. En 6 sujetos mds, la dosis de
nitrito se redujo aproximadamente en dos unidades logaritmicas y se infundié a 360 mmoles por minuto, dando como
resultado una concentracion de nitrito en el antebrazo de aproximadamente 2 ¢M y un aumento de aproximadamente
el 22% en el flujo sanguineo.

Las infusiones de nitrito se asociaron con la formacién de hierro-nitrosil-hemoglobina en los eritrocitos y, en
una menor medida, con la S-nitroso-hemoglobina a lo largo del sistema vascular del antebrazo. La formacion de
hemoglobina modificada con NO parece deberse a la actividad nitrito reductasa de la desoxihemoglobina, lo cual
asocia la hipoxia del tejido con la bioactivacion del nitrito.

Estos resultados indican que los niveles fisioldgicos de nitrito en sangre y en tejidos representan una reserva bio-
disponible importante de NO que contribuye a la vasorregulacion y proporciona un mecanismo para la vasodilatacién
hipéxica a través de la reaccién del nitrito vascular con proteinas hemo desoxigenadas. Se producen efectos sustancia-
les sobre el flujo sanguineo por la infusion de nitrito en la arteria braquial de seres humanos normales a concentraciones
de nitrito en el antebrazo de tan solo aproximadamente 0,9 M.

A modo de ejemplo, como se describe en este documento, ahora se demuestra que sales de nitrito farmacéutica-
mente aceptables (tales como el nitrito sédico) son eficaces como vasodilatadores a dosificaciones calculadas para una
concentracion final de aproximadamente 0,6 a aproximadamente 200 uM de nitrito en la sangre circulante de un sujeto.
Pueden alcanzarse niveles circulantes especificos (localmente o generalmente en el sujeto), por ejemplo, proporcio-
nando menos de aproximadamente 200 mg o menos de nitrito en una sola dosis, o una dosis proporcionada durante un
periodo de tiempo (por ejemplo, por infusion o inhalacién). Por ejemplo, otras dosificaciones pueden ser 150 mg, 100
mg, 75 mg, 50 mg o menos. En este documento se proporcionan dosificaciones ejemplificativas especificas de sales
de nitrito, aunque los ejemplos no pretenden ser limitantes. Las cantidades de dosificacién exacta variardn segtn las
dimensiones del sujeto a tratar, la duracién del tratamiento, el modo de administracién y similares.

Las velocidades de infusién pueden calcularse, para cualquier concentracién circulante diana deseada, usando la
siguiente ecuacion:

Velocidad de infusién (uM/min) = concentracion diana (umol/l o uM) x aclaramiento (1/min)

donde aclaramiento (I/min) = 0,015922087 x peso del sujeto (kg) 10,8354

La velocidad de aclaramiento se ha calculado basdndose en resultados empiricos, incluyendo los indicados en este
documento.
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A modo de ejemplo, cuando se infunde nitrito s6dico en un antebrazo humano a 36 micromoles (uMol) por mi-
nuto, la concentraciéon medida procedente del antebrazo es de aproximadamente 222 uM y en el cuerpo entero es de
aproximadamente 16 uM, después de 15 minutos de infusién. El nivel base de nitrito circulante en mamiferos es bajo,
aproximadamente 150-500 nM.

Son cantidades terapéuticamente eficaces particularmente beneficiosas de un vasodilatador, tal como una sal de
nitrito farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, nitrito sédico), las que son eficaces para conseguir vasodilatacién
o para aumentar el flujo sanguineo pero no son tan elevadas como para producir un nivel significativo o téxico de
methemoglobina en el sujeto al que se administra el vasodilatador. En realizaciones especificas, por ejemplo, no se
produce mas de aproximadamente un 25% de methemoglobina en el sujeto. Mds preferiblemente, no se produce mas
de un 20%, no mas de un 15%, no mas de un 10%, no mas de un 8% o menos de methemoglobina, por ejemplo, tan
solo un 5% o un 3% o menos, en respuesta al tratamiento con el vasodilatador.

A modo de ejemplo especifico, el nitrito puede infundirse a concentraciones menores de 40 uM por minuto por
via intravenosa o intraarterial, o administrase a través de la boca. De manera importante, la dosis usadas son meno-
res que las usadas para el tratamiento del envenenamiento con cianuro, que estdn disefiadas para inducir una met-
hemoglobinemia clinicamente significativa. Sorprendentemente, las dosis descritas en este documento para el trata-
miento/prevencion de afecciones cardiovasculares producen efectos clinicos significativos y beneficiosos sin producir
methemoglobina de una forma clinicamente significativa.

Se han utilizado clinicamente compuestos de nitrato y compuestos de nitrito inorgdnico/orgénico relativamente
complejos para tratar trastornos, incluyendo la angina. Sin embargo, estos farmacos (por ejemplo, el trinitrato de
glicerilo) tienen el inconveniente de la tolerancia (necesitando aumentos en la dosificacién para mantener el mismo
efecto), y son vasodilatadores que funcionan de manera distinta al nitrito. Por ejemplo, requieren tioles celulares para
el metabolismo, mientras que el nitrito o las sales de nitrito descritas en este documento (por ejemplo, el nitrito s6dico)
no.

V. Un mecanismo de formacion de hierro-nitrosil- y S-nitroso-hemoglobina in vivo

Los niveles de hierro-nitrosil y S-nitroso-hemoglobina formados in vivo en este estudio son sorprendentes. Durante
un tiempo de transito de menos de 10 segundos a través de la circulacidn del antebrazo durante el ejercicio, el nitrito
introducido por infusién (concentracion regional 200 uM) produjo hierro-nitrosil-hemoglobina en una concentracién
de aproximadamente 750 nM y SNO-HD en una concentracién de 200 nM. La formacién de estos dos aductos de NO-
hemoglobina estaba inversamente correlacionada con la saturaciéon de hemoglobina-oxigeno, que se redujo durante el
estrés de ejercicio, medida a partir de la vena antecubital por cooximetria (para hierro-nitrosil-hemoglobina r = -0,7,
P<0,0001; para S-nitroso-hemoglobina r = -0,45; P = 0,04; Figura 4B). La adicién de nitrito 200 M a sangre entera a
diferentes tensiones de oxigeno (0-100%) recapituld los datos in vivo, formandose concentraciones de hierro-nitrosil-
hemoglobina cada vez mayores segtin se reducia la tensién de oxigeno (para hierro-nitrosil-hemoglobina r = -0,968,
P<0,0001; para S-nitroso-hemoglobina i = -0,45, P = 0,07), lo cual sugeria firmemente que la formaciéon de NO y SNO
era dependiente de la reaccién de nitrito con desoxihemoglobina.

Estos datos son coherentes con la reaccién del nitrito con la desoxihemoglobina para formar NO y hierro-nitrosil-
hemoglobina (Doyle et al., J Biol Chem, 256, 12393-12398, 1981). El nitrito se reduce primero para formar NO y
methemoglobina con una constante de velocidad de 2,9M™' seg™ (medida a 25°C, pH 7,0). Esta reaccién serd una
reaccién de pseudo-primer orden, gobernada por las cantidades de hemoglobina intraeritrocitica (20 mM) y limitada
por la velocidad de captacién de nitrito por la membrana del eritrocito. E1 NO después se une a la desoxihemoglobina
para formar hierro-nitrosil-hemoglobina, escapa del eritrocito o reacciona con otros 6xidos superiores, tales como
NO,, para formar N,O; y S-nitroso-hemoglobina.

Serie de ecuaciones 1

NO; (nitrito) + HbFe" (desoxihemoglobina) + H* — HbFe™ (methemoglobina) + NO + OH~

NO + HbFe" (desoxihemoglobina) — HbFe"™NO (hierro — nitrosil — hemoglobina)

También se observé la formacién de cantidades significativas de S-nitroso-hemoglobina in vivo durante la infusién
de nitrito. Luschinger y colaboradores (Proc Natl Acad Sci USA, 100, 461-6, 2003) propusieron recientemente que el
nitrito reacciona con desoxihemoglobina para producir hierro-nitrosil-hemoglobina, con la posterior “transferencia”
del NO a la cisteina 93 para formar S-nitroso-hemoglobina mediada por reoxigenacién y transicién cuaternaria de T
o R de hemoglobina. Sin embargo, una transferencia directa de NO desde el grupo hemo al tiol requiere la oxidacién
de NO a NO+ y este “ciclo” no se ha reproducido por otros grupos de investigacion. Ferndndez y colaboradores han
sugerido recientemente que el nitrito cataliza la nitrosilacién reductora de la methemoglobina por el NO, un proceso
que genera las especies de nitrosacion intermedias tetradxido de dinitrégeno (N,O3) (Inorg Chem, 42, 2-4, 2003). Sin
embargo, las reacciones del nitrito con la hemoglobina proporcionan condiciones ideales para la generacién de NO y
S-nitrosotiol a lo largo del gradiente de oxigeno, ya que el nitrito reacciona con la desoxihemoglobina para formar NO
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y con la oxihemoglobina para formar radical de di6éxido de nitrégeno (NO,). EI NO, participa en reacciones radical-
radical (k=10° M™" seg™") con NO para formar N,O; y S-nitrosotiol. Otra reaccién quimica adicional del nitrito con
la hemoglobina produce metabolitos de oxigeno reactivos (tales como superéxido y peréxido de hidrégeno; Watanabe
et al., Acta Med Okayama 35, 173-8, 1981; Kosaka et al., Biochim Biophys Acta 702, 237-41, 1982; y Kosaka et al.,
Environ Health Perspect 73, 147-51, 1987). La quimica que implica estas reacciones de radicales de oxigeno-radicales
de NO proporciona rutas competitivas para la formacién de S-nitrosotiol en presencia de sumideros de NO de alta
afinidad, tales como hemoglobina.

VI. Consideraciones fisiologicas

Durante la dltima década se ha visto un aumento en la comprensién del papel critico que juega el 6xido nitri-
co (NO) en la homeostasis vascular. El equilibrio entre la produccién de NO y la eliminacién de NO determina la
biodisponibilidad del NO, y este equilibrio se mantiene cuidadosamente en la fisiologia normal. El sistema vasorre-
gulador homeostatico estd aparentemente ajustado para eliminar el exceso de NO para limitar las acciones endocrinas
generales mientras que permite un nivel de NO local suficiente necesario para la vasodilatacion ténica regional. Sin
embargo, la rdpida eliminacién del NO por la hemoglobina no asociada a células altera este equilibrio (Reiter ef al.,
Nat Med 8, 1383-1389, 2002). En condiciones fisiolégicas normales, la hemoglobina es eliminado de forma rapida
y eficaz por el sistema eliminador de hemoglobina. Sin embargo, en condiciones hemoliticas crénicas tales como las
que se producen en la anemia falciforme, se produce una liberacién diaria de cantidades sustanciales de hemoglobina
en el sistema vascular, lo que sugiere que la hemoglobina libre de células puede tener efectos sistémicos importantes
sobre la biodisponibilidad del NO. Un enfoque reciente de investigacion intenta explicar y tratar las complicacio-
nes vasculares comunes para muchas afecciones hemoliticas crénicas tales como hipertensiéon pulmonar, ulceracién
cutdnea e insuficiencia renal aguda y crénica. De forma similar, varias enfermedades clinicas y terapias tales como
crisis hemoliticas agudas, hemolisis durante procedimientos de bypass cardiopulmonar, transfusién de sangre enveje-
cida y mioglobinuria después de un infarto muscular a menudo se complican por una hipertensién aguda pulmonar
y sistémica, insuficiencia renal aguda, trombosis intravascular, sucesos isquémicos en el sistema nervioso central y/o
muerte.

En el presente documento se demuestra que, en seres humanos, el nitrito produce vasodilatacién asociada con la
reduccién del nitrito a NO por la desoxihemoglobina. Sorprendentemente, niveles sistémicos de 16 uM produjeron
una vasodilatacién sistémica y redujeron la presién sanguinea, y niveles regionales en el antebrazo de s6lo 1-2 uM
aumentaron significativamente el flujo sanguineo en reposo y con estrés por ejercicio. Ademds, la conversién de nitrito
en NO y S-nitrosotiol estaba mediada por la reaccién con la desoxihemoglobina, proporcionando un mecanismo para
la produccién de NO catalitico regulada por hipoxia por proteinas hemo de los eritrocitos o endoteliales/tisulares.
Aungque las altas concentraciones de hemoglobina en los glébulos rojos, junto con las velocidades de reaccion limitadas
préximas a la difusion (~107 M~'s™!) del NO con la hemoglobina, parecen prohibir la exportacién del NO desde los
glébulos rojos, los datos presentados en este documento indican lo contrario. Aunque sin intencién de limitarse,
quizas las caracteristicas tnicas de la membrana de los eritrocitos, con una proteina submembrana y un entorno rico
en methemoglobina, y la naturaleza lipdfila relativa del NO, permiten una produccién de NO compartimentada en la
membrana de los glébulos rojos. Esto, junto con la pequefia produccién de NO necesaria para la vasodilatacion, podria
explicar la exportacion del NO a pesar de estas limitaciones cinéticas. Ademads se propone que la quimica in vivo para
la conversién de nitrito en NO y S-nitrosotiol por medio de la reaccién con desoxihemoglobina y methemoglobina
proporciona un mecanismo para la produccién de NO catalitico regulada por hipoxia por las proteinas hemo del
eritrocito o del tejido endotelial.

Tres factores sitian especificamente al nitrito, en lugar del S-nitrosotiol, como la reserva de almacenamiento vas-
cular principal de NO: 1) el nitrito estd presente en concentraciones sustanciales en plasma, en los eritrocitos y en
tejidos (Rodriguez et al., Proc Natl Acad Sci USA 100:336-341, 2003); 2) el nitrito es relativamente estable, porque
no se reduce facilmente por reductores intracelulares, como los S-nitrosotioles (Gladwin et al., J Biol Chem 21:21,
2002) y su velocidad de reaccién con proteinas hemo es 10.000 veces menor que la del NO auténtico; y 3) el nitrito
solo se convierte en NO por reaccién con desoxihemoglobina (o presumiblemente desoxi-mioglobina, -citoglobina y
-neuroglobina) y su “grupo saliente” es la proteina met-hemo(férrico) que no eliminard ni inactivard el NO (Doyle et
al., J Biol Chem 256:12393-12398, 1981). Por lo tanto, esta reserva proporciona el sustrato ideal para la generacion
de NO durante la hipoxia, proporcionando un nuevo mecanismo para la vasodilatacion hipoxica.

Puesto que un sistema de desoxihemoglobina-nitrito reductasa daria como resultado la formacion de NO en sangre
en desoxigenacion, este sistema asocia el estado de oxigenacién de la hemoglobina a la generacién de NO, el princi-
pio atribuido previamente a la S-nitroso-hemoglobina (Jie et al., Nature 380:221-226, 1996). La hemoglobina posee
cavidades de uni6n anidnicas que retienen el nitrito (Gladwin et al., J Biol Chem 21:21, 2002), y el nitrito es absor-
bido por los eritrocitos a través de la proteina de intercambio aniénico (AE1 o Banda 3) o a través de la membrana
como 4cido nitroso (un proceso dependiente del pH que acelera la captacién de nitrito durante la hipoxia del tejido
(Shingles et al., J Bioenerg Biomembr 29:611-616, 1997; May et al., Am I Physiol Cell Physiol 279: C1946-1954,
2000). Este nitrito proporcionaria una fuente constante de generacién de NO, NO, y S-nitrosotiol que se produciria
preferentemente en territorios vasculares hipdxicos. Como la proteina AE1 se une tanto a la desoxihemoglobina como
a la methemoglobina y puede canalizar el nitrito, AE1 podria servir para localizar la generacién de S-nitrosotiol y
NO catalitico en la membrana del eritrocito, donde el N,0O;, NO, y NO relativamente lip6filo podria reaccionar en
la bicapa lipidica vecina (Figura 5). La membrana del eritrocito esta revestida por una barrera de difusién externa no
agitada y una matriz de proteina rica en methemoglobina interna que podria promover adicionalmente esta quimica
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del NO y NO, (Coin et al., J Biol Chem 254:1178-1190, 1979; Liu et al., J Biol Chem 273:18709-18713, 1998; Han
et al., Proc Natl Acad Sci USA 99:7763-7768, 2002).

Este modelo es coherente con las observaciones in vitro de Pawloski y colaboradores (Pawloski et al., Nature 409:
622-626, 2001) que muestran que en la membrana del eritrocito se producen una S-nitrosacién de la hemoglobina y
AE]1 después del tratamiento de glébulos rojos desoxigenados con soluciones de NO (que contienen significativamente
mads de 50 uM de nitrito contaminante; Fernandez et al., Inorg Chem 42:1-4, 2003). Ademas, el N,O; generado en la
membrana podria nitrosar directamente el abundante glutatidn intraeritrocitico, eliminando la necesidad de reacciones
de trans-nitrosacién con S-nitroso-hemoglobina y facilitando de esta manera la exportacién rdpida del S-nitrosotiol
de bajo peso molecular por difusion simple a través de la membrana del eritrocito (Figura 5). La quimica de nitrito-
hemoglobina confirma el papel del glébulo rojo en la homeostasis del NO dependiente de oxigeno y proporciona
un mecanismo para las observaciones de multiples grupos de investigacién de que los glébulos rojos y el plasma
“cargados” con NO por exposicion al NO en altas concentraciones en solucién o a donadores o a gas de NO (en
equilibrio con altas concentraciones de nitrito), pueden exportar el NO e inducir vasodilatacién in vitro e in vivo (Rassaf
et al.,J Clin Invest 109:1241-1248, 2002; Fox-Robichaud et al., J Glitz Invest 101:2497-2505, 1998; McMahon et al.,
Nat Med 3:3, 2002; Cannon et al., J Clin Invest 108:279-287, 2001; Gladwin et al., ] Biol Chem 21:21, 2002; Gladwin
et al., Circulation 107:271-278, 2003; Schechter et al., N Engl J Med 348:1483-1485, 2003).

Ademds de la reaccion del nitrito con la desoxihemoglobina, también pueden ser importantes reacciones con de-
soxi-mioglobina, -citoglobina y -neuroglobina o con otras proteinas hemo de células endoteliales. Esta quimica se
produciria entre el nitrito tisular y la desoxi-mioglobina del musculo vascular y esquelético, contribuyendo de esta
manera a una vasodilatacion hipdxica y a una potenciacién hipéxica de donadores de NO. El valor de Ps, de estos
mondmeros de globina es de aproximadamente 3-5 mmHg, poniendo su punto de desoxigenacién de equilibrio en el
intervalo del pO, tisular (0-10 mmHg) durante un estrés metabdlico, tal como el ejercicio. Esta baja tension de oxigeno
reduce la disponibilidad del oxigeno como sustrato para la sintesis de NO, sin embargo, las reservas de nitrito tisular
podrian reducirse a NO y 5-nitrosotiol manteniendo de esta manera una vasodilatacion critica.

VII. Métodos de uso

Ahora puede usarse la aplicacion terapéutica de nitrito para proporcionar una vasodilatacién selectiva en un sujeto,
y particularmente en un tejido hipoxémico e isquémico en el sujeto, y serd ttil para tratar afecciones hemoliticas tales
como la anemia de células falciformes, donde la hemoglobina libre liberada durante la hemdlisis elimina el NO y altera
la funcién vascular dependiente de NO. Es de esperar que el nitrito no sélo inhiba la capacidad de la hemoglobina libre
de retirar el NO por medio de su oxidacién a methemoglobina, sino que también genere NO en lechos tisulares con
una baja tension de oxigeno. De esta manera, el nitrito aplicado preferiblemente liberard 6xido nitrico a dreas de baja
tension de oxigeno, proporcionando de esta manera una vasodilatacion localizada y/o un aumento del flujo sanguineo.

Pueden administrarse nitritos a un sujeto para aumentar el flujo sanguineo en un tejido del sujeto por ejemplo,
para aumentar el flujo sanguineo en un te_]ldO por ejemplo, un tejido con una baja tensién de oxigeno; para producir
vasodilatacién; para reducir la presién sanguinea del sujeto; para tratar a un sujeto que tiene una afeccion asociada con
una presién sanguinea elevada; para tratar una afeccién hemolitica; para tratar complicaciones vasculares asociadas
con tratamientos o afecciones que producen hemdlisis; para tratar la hipertensién pulmonar, un vasoespasmo cerebral
o una reduccién del flujo sanguineo en érganos (tales como lesion por isquemia-reperfusién en érganos que incluyen
el cerebro, corazon, rifién, placenta e higado); y/o para tratar 6rganos antes y después de un transplante.

El nitrito tiene propiedades vasodilatadoras in vivo

Las propiedades vasodilatadoras del nitrito y los mecanismos de su bioactivacidn se investigaron como se describe
en este documento. El nitrito sédico infundido a 36 umoles por minuto en la arteria braquial del antebrazo de 18
voluntarios normales produjo una concentracion regional de nitrito de 222 uM vy, sorprendentemente, un aumento del
175% en el flujo sanguineo del antebrazo en reposo. Se observé un aumento del flujo sanguineo en reposo, durante la
inhibicién de la NO sintasa y con ejercicio. La infusién de nitrito también produjo, sorprendentemente, un aumento
de la perfusion de los tejidos, como se demuestra por aumentos en la saturaciéon venosa de hemoglobina-oxigeno,
en la presion parcial de oxigeno y en el pH. Las mayores concentraciones sistémicas de nitrito (16 uM) redujeron
significativamente la presion sanguinea arterial media.

En diez sujetos mas, la dosis de nitrito se redujo en dos unidades logaritmicas dando como resultado una concentra-
cién de nitrito en el antebrazo de 2 uM en reposo y de 0,9 uM durante el ejercicio (Figura 3). Estas concentraciones de
nitrito aumentaron de una forma sorprendentemente significativa el flujo sanguineo en reposo y durante la inhibicién
de la NO sintasa, con y sin ejercicio.

Las infusiones de nitrito se asociaron con la rdpida formacién de hierro-nitrosil-hemoglobina en los eritrocitos
y, en una menor medida, de S-nitroso-hemoglobina a lo largo del sistema vascular del antebrazo. La formacién de
estos aductos de NO-HD era inversamente proporcional a la saturacién de oxihemoglobina. Ademds, se observé una
vasodilatacién de los anillos adrticos de rata y la formacién de NO gas y hemoglobina modificada en NO por la activi-
dad nitrito reductasa de la desoxihemoglobina y los eritrocitos desoxigenados, un resultado que asocia la hipoxia del
tejido, la alosteria de la hemoglobina y la bioactivacion del nitrito. Estos resultados indican que los niveles fisiologicos
de nitritos en sangre y en tejidos son una reserva biodisponible importante de NO que contribuye a la vasorregulacién
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y proporcionan un mecanismo para la vasodilatacién hipéxica a través de la reaccién del nitrito vascular con proteinas
hemo desoxigenadas presentes en los tejidos y/o en los eritrocitos.

Los descubrimientos descritos en este documento de que la administracion de nitrito reduce la presién sanguinea y
aumenta el flujo sanguineo son inesperados y sorprendentes porque los informes publicados hasta la fecha ensefian al
experto en la materia que los niveles farmacoldgicos de nitrito (por debajo de aproximadamente 100-200 uM), cuando
se administran a sujetos, carecen de propiedades vasodilatadoras intrinsecas (Lauer et al., Proc Natl Acad Sci USA,
98: 12814-9, 2001).

También se cree que pueden infundirse sales farmacéuticamente aceptables de nitrito a pacientes con una enfer-
medad hemolitica, tal como anemia de células falciformes, para mejorar el flujo sanguineo, limitar la lesién tisular
por isquemia-reperfusion y oxidar la Hb del plasma no asociada a células. Estos efectos deberian ser ttiles en el
tratamiento de crisis de dolor vasooclusivas de células falciformes, ictus (isquemia cerebral) y el sindrome de térax
agudo.

Efectos citoprotectores del nitrito durante una isquemia-reperfusion del corazon y el higado

El anioén nitrito (NO,-) se forma como una consecuencia de la oxidacion del 6xido nitrico (NO) y esta presente a
concentraciones de 0,3-0,1 uM en plasma y 1-20 uM en tejidos (Gladwin et al., Proc Natl Acad Sci USA 97:11432-
11487, 2000; Rodriguez et al., Proc Natl Acad Sci USA 100:336-341, 2003; Rassaf et al, Nat Med 9:481-483, 2003;
Bryan et al., Proc Natl Acad Sci USA., 2004; Gladwin et al., J Clin Invest 113:19-21, 2004). El nitrito se ha conside-
rado histéricamente un producto final metabdlico inerte con una actividad biolégica intrinseca limitada (Lauer et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 98: 12814-12819, 2001; McMahon, N Engl J Med 349:402-405, respuesta del autor 402-405,
2003; Pawloski, N Engl J Med 349: 402-405, respuesta del autor 402-405, 2003). Los datos recientes de nuestro grupo
y de otros grupos sugieren que el nitrito puede reducirse a NO durante la hipoxia y la acidosis (Gladwin ef al., Proc Na-
tl Acad Sci USA 97:11482-11487, 2000; Bryan et al. Proc Natl Acad Sci USA., 2004; Cosby et al., Nat Med 9:1498-
1505, 2003; Nagababu et al., J Biol Chem 278:46349-46356, 2003; Tiravanti et al., J Biol Chem 279:11065-11073,
2004). A valores de pH y PO, tisular extremadamente bajos, el nitrito puede reducirse a NO por desproporcionacién
(reduccidn 4cida; Zweier et al., Nat Med 1:804-809, 1995) o por la accién enzimadtica de la xantina oxidorreductasa
(Millar et al., FEBS Lett 427:225-228, 1998; Zhang et al., Biochem Soc Trans 25:524S, 1997; Godber et al., J Biol
Chem 275:7757-7763, 2000; Li et al., J Biol Chem 276:24482-24489, 2001).

El nitrito representa una forma de almacenamiento circulante y tisular de 6xido nitrico (NO) cuya bioactivacién esta
mediada por las actividades nitrito reductasa de la desoxihemoglobina. Como la velocidad de generacién de NO a partir
del nitrito es linealmente dependiente de las reducciones en el oxigeno y el pH, los presentes solicitantes propusieron
la hipétesis de que el nitrito se reduciria a NO en el tejido isquémico y ejerceria efectos protectores dependientes de
NO. Se administraron soluciones de nitrito sédico en la situacién de lesioén por isquemia-reperfusion (I/R) hepdtica
y cardiaca en ratones. En caso de I/R hepatica, el nitrito ejercié profundos efectos protectores dependientes de la
dosis sobre la necrosis celular y apoptosis con efectos protectores muy significativos a concentraciones de nitrito
casi fisioldgicas (0,6 uM). En la lesién por I/R de miocardio, el nitrito redujo el tamafio del infarto cardiaco en un
67% y mejoré significativamente la fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo después de la isquemia. De forma
consecuente con la bioactivaciéon de nitrito dependiente de hipoxia, el nitrito se redujo a NO, S-nitrosotioles, N-
nitrosaminas y proteinas hemo nitrosiladas en hierro en un periodo de 1-30 minutos de reperfusion. La proteccién
mediada por nitrito dependia de la generacidon de NO y era independiente de eNOS y HO-1. Estos resultados sugieren
que el nitrito es una reserva de almacenamiento bioldgica del NO que ayuda a una funcién critica en la proteccién
tisular frente a lesiones isquémicas. Estos estudios muestran una terapia inesperada y novedosa para enfermedades
tales como el infarto de miocardio, la conservacion y transplante de 6érganos y estados de shock.

Aunque la reperfusion de tejidos isquémicos proporciona oxigeno y los sustratos metabdlicos necesarios para
la recuperacion y supervivencia de células danadas de forma reversible, la propia reperfusion realmente acelera la
necrosis celular (Braunwald et al., J Clin. Invest. 76: 1713-1719, 1985). La isquemia-reperfusion se caracteriza por
la formacién de radicales de oxigeno tras la reintroduccién de oxigeno molecular en los tejidos isquémicos, que
tiene como resultado modificaciones oxidativas generalizadas de lipidos y proteinas celulares, lesiéon mitocondrial, y
apoptosis y necrosis tisular (McCord et al., Adv Myocardiol 5: 183-189, 1985). Ademads, después de la reperfusion
de tejidos isquémicos, es posible que el flujo de sangre no vuelva de forma uniforme a todas las partes de los tejidos
isquémicos, un fendmeno que se ha denominado fenémeno de “no reflujo” (Kloner et al., J Clin Invest 54: 1946-1508,
1974). Se cree que las reducciones en el flujo sanguineo después de la reperfusién contribuyen a la lesioén celular y
a la necrosis (Kloner et al., J Clin Invest 54:1496-1508, 1974). La reintroduccion repentina de sangre en el tejido
isquémico también produce un aumento espectacular en la liberacién de calcio en el tejido previamente isquémico (es
decir, “paradoja de calcio”), dando como resultado una alteracion tisular masiva, liberacion de enzimas, reducciones en
las reservas de fosfato de alta energia, lesiones mitocondriales y necrosis (Nayler, Amer. J. Path. 102:262, 1981; Shen
et al., Amer J Path 67:417-440, 1972). Ciertos estudios recientes también han indicado que la lesién por isquemia-
reperfusion también se caracteriza por una respuesta inflamatoria inapropiada en la microcirculacién que tiene como
resultado interacciones de leucocitos-células endoteliales que estdn mediadas por la regulacion positiva de moléculas
de adhesion de leucocitos y de células endoteliales (Lefer et al., Cardiovasc Res 32:743-751, 1996; Entman et al.,
Faseb J 5:2529-2537, 1991). Los intensos esfuerzos de investigacion se han centrado en mejorar diversos componentes
patofisiolégicos de la lesion por isquemia-reperfusion para limitar el grado de lesion y necrosis tisular.
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Se ha demostrado que el NO, los donadores de NO y la activacién o la sobreexpresion transgénica de la NO sintasa
ejercen efectos protectores sobre este proceso en varios modelos (Lefer et al., New Horiz 3:105-112, 1995; Lefer
et al., Circulacién 88: 2337-2350, 1993; Nakanishi et al., Am J Physiol 263:H1650-1658, 1992; Jones et al., Am J
Physiol Heart Circ Physiol 286:H276-282, 2004; Jones et al., Proc Natl Acad Sci USA 100: 4891-4896, 2003; Kanno
et al., Circulation 101:2742-2748, 2000), pero en otros modelos parece perjudicial (Flogel et al., J Mol Cell Cardiol
31:827-836, 1999; Menezes et al., Am J Physiol 277:G144-151, 1999; Woolfson et al., Circulation 91:1545-1551,
1995; Schulz R. et al., Cardiovasc Res 30:432-439, 1995). La evaluacién de estos estudios sugiere un efecto critico
de la dosis y duracion de la exposicién al NO, dando como resultado una ventana de seguridad terapéutica estrecha
para el NO en la patofisiologia de la isquemia-reperfusion (Bolli, J Mol. Cell. Cardio. 33: 1897-1918, 2001; Wink et
al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 285:H2264-2276, 2003). Otra limitacién es que la formacién de NO por la NO
sintasa requiere oxigeno como sustrato, una molécula cuya disponibilidad estd limitada durante la isquemia.

Por lo tanto, se considera el uso de nitrito en este contexto por las siguientes razones: (1) es una sustancia natural
sin ningun “grupo saliente” potencialmente téxico, (2) se reduce selectivamente a NO en tejidos con baja tensién
de oxigeno y un bajo pH (Bryan et al., Proc Natl Acad Sci USA., 2004; Cosby et al., Nat Med 9:1498-1505, 2003;
Nagababu et al., J Biol Chem 278:46349-46356, 2003; Tiravanti et al., J Biol Chem 279:11065-11073, 2004; Doyle
et al., J Biol Chem 256:12393-12398, 1981; Luchsinger et al., Proc Natl Acad Sci USA 100:461-466, 2003), (3)
su activacién no requiere oxigeno molecular (Cosby et al., Nat Med 9:1498-1505, 2003), y (4) se sabe que el NO
mantiene las proteinas hemo en un estado reducido y ligado (Herold et al., Free Radic Biol Med 34:531-545, 2003;
Herold et al., J Biol Inorg Chem 6:543-555, 2001; Fernandez et al., Inorg Chem 42:2-4, 2003), limita la quimica
oxidativa mediada por hemo y hierro libre (Kanner et al., Arch Biochem Biophys 237:314-321, 1985; Kanner et al.,
Lipids 20:625-628, 1985; Kanner et al., Lipids 27:46-49, 1992), inhibe de forma transitoria la respiracién mitocondrial
y la citocromo c oxidasa (Torres et al., FEBS Lett 475:263-266, 2000; Brown et al., FEBS Lett 356:295-298, 1994,
Cleeter et al., FEBS Lett 345:50-54, 1994; Rakhit et al., Circulation 103:2617-2623, 2001), y modula los efectores
apoptdticos (Mannick et al., Science 284: 651-654, 1999), siendo todos estos mecanismos que podrian participar en
la citotoxicidad posterior a una isquemia severa.

Se ha demostrado que el 6xido nitrico inactiva los radicales libres de oxigeno en modelos animales de lesion por
isquemia-reperfusién transitoria (Mason et al., J Neurosurg 93: 99-107, 2000), limitando de forma significativa el
volumen del ictus (Pluta et al., Neurosurgery, 48:884-892, 2001). Por lo tanto, el nitrito por medio de la liberacién de
NO en el drea de reperfusion también puede tener el mismo efecto beneficioso sobre el ictus por medio de la limitacién
de la presencia de radicales libres de oxigeno después de la reperfusion.

Ademds, la apertura selectiva de la barrera sangre-tumor por el NO facilita la penetracién de agentes quimiotera-
péuticos en el tumor cerebral (Weyerbrock et al., ] Neurosurgery, 99:728-737, 2003); se cree que esto también mejorara
la penetracion de otros agentes, particularmente agentes terapéuticos tales como radioterapia, en el cincer cerebral.
Por lo tanto, debido a las condiciones hipéxicas dentro del tumor cerebral es posible que el nitrito también pueda abrir
selectivamente la barrera sangre-tumor proporcionando un efecto beneficioso en combinacién con quimioterapia.

El nitrito nebulizado inhalado es un vasodilatador pulmonar

La hipertensién pulmonar persistente en el recién nacido se produce con una incidencia de 0,43-6,8/1.000 naci-
mientos vivos y estd asociada con tasas de mortalidad comprendidas entre el 10 y el 20% (Walsh-Sukys et al., Pedia-
trics 105, 14-20, 2000). Los supervivientes pueden desarrollar deficiencias en el neurodesarrollo y auditivas (46%),
retrasos cognitivos (30%), pérdida de audicién (19%) y una alta proporcién de rehospitalizacion (22%) (Lipkin et al.,
J Pediatr 140, 306-10, 2002).

La hipertensién pulmonar se produce como una enfermedad primaria o idiopatica (Runo & Loyd, Lancet 361:1533-
44, 23003; Trembath & Harrison, Pediatr Res 53:883-8, 2003), asi como secundaria a varias enfermedades sistémicas
y pulmonares (Rubin, N Engl J] Med 336:111-7, 1997). Independientemente de la etiologia, la hipertensién pulmonar
estd asociada con una morbilidad y mortalidad sustanciales. Los bebés recién nacidos y los adultos con enfermedad
pulmonar a menudo desarrollan hipoxemia sistémica, reduccién de la saturacién de oxihemoglobina y aumento de
la resistencia vascular pulmonar (Rubin, N Engl J Med 336:111-7, 1997; Haworth Heart 88:658-64, 2002). El 6xido
nitrico (NO) administrado terapéuticamente por inhalacién reduce la resistencia vascular pulmonar en recién nacidos y
adultos y mejora la correspondencia entre ventilacién y perfusién y la oxigenacion; en recién nacidos, el NO inhalado
reduce las lesiones pulmonares crénicas y reduce la necesidad de oxigenacién por membrana extracorpérea. Los
ensayos aleatorios controlados con placebo de la terapia con NO inhalado para el tratamiento de recién nacidos a
término y casi a término con insuficiencia respiratoria hipdxica severa, demostraron una mejora en la hipoxemia y una
reduccion de la necesidad de oxigenacion por membrana extracorpérea (Clark et al., N Engl J Med 342, 469-74, 2000;
Roberts et al., N Engl ] Med 336, 605-10, 1997; The Neonatal Inhaled Nitric Oxide Study Group. N Engl J Med 336,
597-604, 1997). Un reciente ensayo aleatorio controlado con placebo realizado en bebés prematuros con sindrome de
insuficiencia respiratoria indicé que el tratamiento con NO inhalado reducia el criterio de valoracién combinado de
muerte y enfermedad pulmonar crénica (Schreiber et al., N Engl J Med 349, 2099-107, 2003).

A pesar de los resultados alentadores con respecto al tratamiento de la hipertension pulmonar persistente del recién
nacido con NO inhalado, la terapia tiene varias limitaciones significativas (Martin, N Engl J Med 349, 2157-9, 2003):
un coste considerable (Jacobs et al., Crit Care Med 30, 2330-4, 2002; Pierce et al., Bmj 325, 336, 2002; Subhedar
et al., Lancet 359, 1781-2, 2002; Angus et al., Pediatrics 112, 1351-60, 2003), dificultades técnicas implicadas en la
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adaptacion de los sistemas de administracién de NO para el transporte en recién nacidos (Kinsella et al., Pediatrics 109,
158-61, 2002), y la falta de disponibilidad en pequefios hospitales comunitarios y en paises en desarrollo. Ademis,
el NO reacciona con el oxigeno formando el di6xido de nitrégeno téxico, y de esta manera debe almacenarse y
administrase en nitrégeno a altos caudales. Los sistemas de gas y de administracién son costosos y la tecnologia
de administracién requerida no estd disponible universalmente. Por lo tanto, son muy deseables terapias alternativas
basadas en NO para el tratamiento de la hipertensién pulmonar.

Las relacién entre el nitrito y el 6xido nitrico se ha apreciado casi durante un siglo, reconociendo Haldane y pos-
teriormente Hoagland que se formaba mioglobina nitrosilada en hierro (NO unido al grupo hemo) como un producto
final durante el curado de la carne basado en nitrito (Gladwin ef al., J Clin Invest 113, 19-21, 2004). Hace mas de 50
afios, Furchgott y Bhadrakom notificaron que el nitrito producia una vasodilatacién en preparaciones de anillo adrtico
in vitro (Furchgott & Bhadrakom, J Pharmacol Exp Ther 108, 129-43, 1953); esta observacion se explord posterior-
mente por el grupo de Ignarro en experimentos que evaluaban el papel de la guanilil ciclasa soluble en la vasodilatacién
dependiente del endotelio (Ignarro ef al., J Pharmacol Exp Ther 218, 739-49, 1981). Sin embargo, las altas concentra-
ciones de nitrito, tipicamente en el intervalo milimolar, requeridas para inducir vasodilatacién en bioensayos in vitro
de anillo adrtico impidié la consideracion del nitrito como un vasodilatador fisiolégico (Lauer et al., Proc Natl Acad
Sci USA 98, 12814-9, 2001; Pawloski, N Engl J Med 349, 402-5; respuesta del autor 402-5, 2003; McMahon, N Engl
J Med 349, 402-5, respuesta del autor 402-5, 2003).

Dos décadas después, en estudios fisiolégicos humanos, se observaron diferencias entre el nitrito arterial y venoso
a lo largo del antebrazo humano produciéndose una mayor extraccion durante la inhalacién de NO vy el estrés de
ejercicio con una inhibiciéon concomitante de la NO sintasa (Gladwin et al., Proc Natl Acad Sci USA 97, 11482-
7, 2000). Este descubrimiento sugirié que el nitrito se estaba metabolizando a lo largo del antebrazo con un mayor
consumo durante el ejercicio. Basdndose en estas observaciones junto con los datos de varios investigadores que
identificaron mecanismos para una reduccién no enzimadtica (desproporcionacién de nitrito) (Zweier et al., Nat Med
1, 804-9, 1995) y enzimdtica (xantina oxidorreductasa) (Zweier et al., Nat Med 1, 804-9, 1995; Millar et al, FEBS
Lett 427, 225-8, 1998; Tiravanti et al., J Biol Chem 279:11065-11073, 2004; Li et al., J Biol Chem, 279(17):16939-
16946, 2004) de nitrito a NO, los presentes solicitantes propusieron la hipétesis de que el nitrito se reduce in vivo a NO
en tejidos en condiciones de baja PO, o de bajo pH. Los presentes solicitantes encontraron apoyo para esta hipétesis
en estudios de voluntarios humanos normales en los que una infusién de nitrito en el antebrazo produjo una notable
vasodilatacién incluso en condiciones basales a concentraciones de nitrito casi fisiolégicas (Ejemplo 1; Cosby et al.,
Nat Med 9, 1498-505, 2003). El mecanismo de esta vasodilatacion fue consecuente con una reaccion del nitrito con la
hemoglobina desoxigenada para formar NO, methemoglobina (Cosby et al., Nat Med 9, 1498-505, 2003; Nagababu
et al., J Biol Chem 278, 46349-56, 2003) y otros aductos de NO.

Esta actividad nitrito reductasa de la desoxihemoglobina fue caracterizada considerablemente por Doyle y colabo-
radores en 1981 (Doyle et al., J Biol Chem 256, 12393-8, 1981): el nitrito parece reaccionar con la desoxihemoglobina
y un protén para formar NO y methemoglobina. Esta quimica es idealmente adecuada para la generacién hipdxica de
NO a partir de nitrito, ya que la reaccién mejora por la desoxigenacién de la hemoglobina y un medio 4cido, propor-
cionando una produccién graduada de NO a partir del nitrito asociada a cambios fisioldgicos en el oxigeno y pH/CO,.
La observacion en este ejemplo de que el nitrito inhalado genera hierro-nitrosil-hemoglobina y gas NO exhalado y
produce vasodilatacién en proporcion a la reduccion de los niveles de oxigenacién y pH, indica adicionalmente que
el nitrito es una reserva de almacenamiento biodisponible del NO y que la hemoglobina puede tener una funcién fi-
siolégica como una nitrito reductasa, pudiendo contribuir a la vasodilatacién hipdxica (véase el Ejemplo 1). Ademas
de estas consideraciones mecdnicas, este ejemplo confirma otra aplicacion terapéutica del nitrito, que se extiende mas
alla de su papel bien establecido en el tratamiento del envenenamiento por cianuro.

En el presente documento (Ejemplo 3) se demuestra que esta reaccién bioquimica puede aprovecharse para el
tratamiento de la hipertensién pulmonar en el recién nacido, un estado de deficiencia de NO caracterizado por vaso-
constriccidon pulmonar, patofisiologia de “shunt” derecha-izquierda, falta de homogeneidad de ventilacion/perfusion
e hipoxemia sistémica. Se administré nitrito sédico inhalado por medio de un aerosol a corderos recién nacidos con
hipertensién pulmonar hip6xica y normoéxica. El nitrito inhalado indujo una reduccién rdpida y sostenida (~60%)
en la hipertensiéon pulmonar inducida por hipoxia, una magnitud que se aproximaba a la de los efectos de la inha-
lacién de 20 ppm de gas NO y que se asociaba con la aparicién inmediata de niveles crecientes de NO en el gas
espiratorio. La vasodilatacién pulmonar inducida por el nitrito aerosolizado era dependiente de la desoxihemoglobi-
na y del pH y estaba asociada con un aumento de los niveles sanguineos de hierro-nitrosilacién de la hemoglobina.
De forma significativa, desde un punto de vista terapéutico, la administracién a corto plazo de nitrito disuelto en so-
lucién salina por medio de nebulizacién produjo una vasodilatacién pulmonar selectiva y sostenida sin un aumento
apreciable en los niveles sanguineos de methemoglobina. Estos datos confirman el paradigma de que el nitrito es un
vasodilatador que actua a través de la conversion en NO, un proceso acoplado a la desoxigenacién y protonacién de la
hemoglobina, y ademds muestra una posible terapia nueva, sencilla y barata para la hipertensién pulmonar en el recién
nacido.

El nitrito aerosolizado es un vasodilatador eficaz en el modelo de cordero recién nacido descrito (Ejemplo 3).
Puede administrarse facilmente por nebulizacion y parece presentar un amplio margen terapéutico-de seguridad, con
cambios hemodindmicos sistémicos limitados y escasa produccién de methemoglobina. Esto presenta una opcién
terapéutica atractiva al NO inhalado. El nitrito es un agente “productor de NO” ideal ya que 1) es un compuesto
natural en la sangre, el fluido de revestimiento alveolar y los tejidos, y 2) no tiene ningtin grupo saliente del compuesto
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parental, tal como los diolatos de diazonio, que requiera un estudio toxicolégico considerable antes de la traduccién a
la enfermedad humana.

El nitrito inhalado es un vasodilatador potente y selectivo de la circulacién pulmonar del cordero recién nacido.
Esto confirma adicionalmente el paradigma de que el nitrito es un vasodilatador dependiente de NO cuya bioactivacién
estd acoplada a la desoxigenacion y protonacién de la hemoglobina. Esto tiene aplicaciones clinicas en situaciones
veterinarias y médicas, incluyendo la hipertensiéon pulmonar y otros sindromes pulmonares con aparentes deficiencias
en NO. Basandose en los datos presentados en este documento, se cree que el nitrito inhalado tendrd eficacia en todas
las aplicaciones conocidas y ensayadas del NO inhalado.

Prevencion del vasoespasmo de arterias cerebrales después de una hemorragia subaracnoidea

Ademds, se ha descubierto que la infusion de nitrito puede usarse para prevenir el vasoespasmo de arterias cerebra-
les después de una hemorragia aneurismatica (Ejemplo 4). La hemorragia subaracnoidea (SAH) debida a la ruptura de
aneurismas intracraneales afecta a 28.000 americanos anualmente. Casi el 70% de los pacientes con SAH aneurisma-
tica desarrolla un espasmo severo de las arterias cerebrales el séptimo dia después de la SAH. A pesar de la agresiva
terapia médica, los déficits neuroldgicos debidos al vasoespasmo siguen siendo una causa importante de morbilidad
y mortalidad. Aunque se entiende poco la etiologia del vasoespasmo cerebral, cada vez hay mas pruebas de que la
hemolisis de los eritrocitos en el liquido cefalorraquideo y la menor disponibilidad del 6xido nitrico (NO), un poten-
te vasodilatador, participan de forma significativa. En varios modelos animales se ha documentado la inversién del
vasoespasmo por NO o profarmacos de NO.

El vasoespasmo cerebral retardado (DCV) sigue siendo la causa individual de déficits neurolégicos permanentes
o de muerte en al menos el 15% de los pacientes después de un tratamiento quirirgico o endovascular por lo de-
mas satisfactorio para un aneurisma intracraneal roto. La reduccién de la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) se
ha asociado mecdnicamente con el desarrollo de DCV. Se usé un sistema modelo de primates para el vasoespasmo
de arterias cerebrales para determinar si las infusiones de nitrito, un anién natural que reacciona con la desoxihe-
moglobina para formar NO y S-nitrosotiol, podria prevenir el DCV por medio de reacciones con la hemoglobina
perivascular.

Como se describe en el Ejemplo 4, las infusiones de nitrito (45 mg/kg y 60 mg/kg al dia) que producian niveles
sanguineos de nitrito que variaban de 16 a 60 microM sin formacién de methemoglobina clinicamente significativa
(<5%) estaban asociadas con aumentos de los niveles de nitrito en el liquido cefalorraquideo y con aumentos modestos
en las concentraciones sanguineas de methemoglobina (del 2% o menores) sin hipotensién sistémica, y reducian
significativamente la gravedad del vasoespasmo (Figuras 15 y 16). Ninguno de los animales a los que se les habia
infundido nitrito sédico desarrollé un vasoespasmo significativo; la reduccién media en el drea de R MCA el dia 7
después de la SAH fue del 8 + 9% frente al 45 + 5%; P<0,001). Los efectos farmacoldgicos de la infusion de nitrito
estaban asociados con la bioconversién del nitrito del liquido cefalorraquideo en S-nitrosotiol, un potente intermedio
donador de NO vasodilatador de la bioactivacién del nitrito. No hubo ninguna prueba clinica ni patolégica de toxicidad
del nitrito.

Las infusiones de nitrito sédico subagudas previenen el DCV en un modelo de primate de SAH, y lo hacen sin
toxicidad. Estos datos muestran una terapia nueva, segura, barata y disefiada de forma racional para el DCV, una
enfermedad para la que actualmente no existe ninguna terapia preventiva.

Los resultados presentados en el presente documento sugieren que la terapia con nitrito sédico puede prevenir
las lesiones tisulares producidas por productos metabdlicos de la hemoglobina, por espasmo vascular o por otros
mecanismos de lesidn tisular debida a estos productos metabdlicos.

Tratamiento o mejora de trastornos cardiovasculares gestacionales o fetales

Basandose en los resultados presentados en este documento, se cree que el nitrito, particularmente las sales far-
macéuticamente aceptables del nitrito descritas en este documento, pueden usarse para tratar la hipertensién y la pre-
eclampsia durante el embarazo. Esta terapia incluiria la accién de nitritos en vasos sanguineos espasticos y enfermos
dentro de la placenta.

También se sugieren usos en métodos para tratar a fetos dentro del utero, particularmente a fetos que padecen
anomalias cardiovasculares, hipertension y un flujo sanguineo mal dirigido. Se cree que es posible afiadir nitritos al
liquido amniético y de esta manera indirectamente al feto, para conseguir una vasodilatacién y redistribucién del flujo
sanguineo antes del nacimiento. Por medio de esto, podria alterarse el desarrollo y la funcidn del sistema cardiovascular
fetal, por ejemplo, promoviendo el flujo sanguineo al corazén y al cerebro. Para que sea eficaz a largo plazo, se prevé
que las realizaciones de esta terapia fetal incluyan la introduccién de una o mas minibombas osmdticas, que contienen
nitrito (por ejemplo nitrito sédico), en la cavidad amnidtica para conseguir de esta manera una liberacién lenta y
sostenida. Por ejemplo, estas minibombas podrian usarse para conseguir la liberacién sostenida a lo largo de dias y
semanas de embarazo.

También se sugieren usos en métodos para tratar a fetos en los que los niveles plasmaéticos de nitrito pueden estar
reducidos por una incompatibilidad inmune y anemias hemoliticas asociadas. Este tratamiento fetal puede extenderse
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al periodo neonatal. La administracién en el periodo fetal puede incluir la implantacién de minibombas osméticas
cargadas con nitrito en la cavidad amnidtica y podria incluir la inhalacién de aerosol después del nacimiento.

VIIIL. Formulaciones y administracion

A un sujeto se le administran nitritos, incluyendo sus sales, de acuerdo con métodos proporcionados en el presente
documento para reducir la presion sanguinea y/o aumentar la vasodilatacién en el sujeto. La administracién de los ni-
tritos de acuerdo con la presente descripcion puede realizarse en una sola dosis, en multiples dosis y/o de una manera
continua o intermitente, dependiendo, por ejemplo, del estado fisioldgico del destinatario, de si el objetivo de la admi-
nistracion es terapéutico o profilactico y de otros factores conocidos por los expertos en la materia. La administracién
de los nitritos puede ser esencialmente continua durante un periodo preseleccionado de tiempo o puede realizarse en
una serie de dosis espaciadas. La cantidad administrada variard dependiendo de diversos factores que incluyen, pero
sin limitacidn, la afeccién a tratar y el peso, estado fisico, estado de salud y edad del sujeto. Estos factores pueden
determinarse por un médico empleando modelos animales u otros sistemas de ensayo que estén disponibles en la
técnica.

Para preparar los nitritos, los nitritos se sintetizan o se obtienen de otra manera y se purifican cuando es necesario
o se desea. En algunas realizaciones de la descripcion, el nitrito es una sal farmacéuticamente aceptable de nitrito, por
ejemplo, nitrito sédico. En algunas realizaciones de la descripcion, el nitrito no es nitrito de etilo. En algunas realiza-
ciones de la descripcidn, el nitrito sédico no estd en un dispositivo médico, por ejemplo no estd en una endoprétesis
vascular (stent). En algunas realizaciones de la descripcion, el nitrito no estd en forma de un gel. Los nitritos pueden
ajustarse a la concentracion apropiada y opcionalmente combinarse con otros agentes. El peso absoluto de un nitrito
dado incluido en una dosis unitaria puede variar. En algunas realizaciones de la descripcion, el nitrito se administra
como una sal de un nitrito aniénico con un catién, por ejemplo sodio, potasio o arginina.

Una o més formas de dosificacion unitaria adecuadas incluyendo el nitrito pueden administrarse por una diversidad
de rutas que incluyen la via tépica, oral (por ejemplo en una formulacién con un recubrimiento entérico), parenteral
(incluyendo subcutdnea, intravenosa, intramuscular e intraperitoneal), rectal, intraamnidtica, dérmica, transdérmica,
intratordcica, intrapulmonar e intranasal (respiratoria).

Cuando sea apropiado, las formulaciones pueden presentarse convenientemente en formas de dosificacién unita-
rias discretas y pueden prepararse mediante cualquiera de los procedimientos conocidos en las técnicas farmacéuticas.
Estos procedimientos incluyen la etapa de mezclar el nitrito con vehiculos liquidos, matrices sélidas, vehiculos semi-
sélidos, vehiculos sélidos finamente divididos o combinaciones de los mismos y después, si es necesario, introducir o
transformar el producto en el sistema de liberacién deseado. Por “farmacéuticamente aceptable” se entiende un vehi-
culo, diluyente, excipiente y/o sal que es compatible con los demds ingredientes de la formulacién y no perjudicial o
inconvenientemente nocivo para el destinatario del mismo. Los compuestos terapéuticos también pueden formularse
para la liberacién sostenida, por ejemplo, usando microencapsulacién (véase el documento WO 94/07529 y la Patente
de Estados Unidos N° 4.962.091).

Los nitritos pueden formularse para administracién parenteral (por ejemplo, por inyeccidén, por ejemplo por in-
yeccion en forma de bolo o infusién continua) y pueden presentarse en forma de dosificacidn unitaria en ampollas,
jeringas rellenadas previamente, recipientes de infusion de pequefio volumen o recipientes de multiples dosis. Pue-
den afiadirse conservantes para mantener la vida media de la forma de dosificacién. Los nitritos y otros ingredientes
pueden formar suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes de
formulacién tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Como alternativa, los nitritos y otros
ingredientes pueden estar en forma de polvo, obtenido por aislamiento aséptico de un sélido estéril o por liofilizacién
a partir de una solucidn, para constituirse con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril sin pirégenos, antes del
uso.

Estas formulaciones pueden contener excipientes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que estan disponibles
en la técnica. Por ejemplo, es posible preparar soluciones usando uno o mds disolventes orgdnicos que sean aceptables
desde el punto de vista fisiolégico, elegidos, ademds del agua, entre disolventes tales como acetona, etanol, alcohol
isopropilico, glicol éteres tales como los productos vendidos con el nombre “Dowanol”, poliglicoles y polietilenglico-
les, ésteres de alquilo C,-C, de acidos de cadena corta, lactato de etilo o isopropilo, triglicéridos de 4cidos grasos tales
como los productos comercializados con el nombre “Miglyol”, miristato de isopropilo, aceites animales, minerales y
vegetales, y polisiloxanos.

Es posible afadir otros ingredientes tales como antioxidantes, tensioactivos, conservantes, filmégenos, agentes
queratoliticos o cornedoliticos, perfumes, aromatizantes y colorantes. Pueden usarse antioxidantes tales como t-butil-
hidroquinona, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado y a-tocoferol, y sus derivados.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente descripcion pueden incluir, como ingredientes opcionales, vehicu-
los, diluyentes, agentes solubilizantes o emulsionantes farmacéuticamente aceptables y sales del tipo disponible en la
técnica. Los ejemplos de estas sustancias incluyen soluciones salinas normales tales como solucién salina tamponada
fisiolégicamente y agua. Los ejemplos especificos no limitantes de los vehiculos y/o diluyentes que son ttiles en las
formulaciones farmacéuticas de la presente descripcion incluyen agua y soluciones salinas tamponadas fisioldgica-
mente aceptables tales como soluciones salinas tamponadas con fosfato. Meramente a modo de ejemplo, la solucién
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tamponada puede estar a un pH de aproximadamente 6,0-8,5, por ejemplo de aproximadamente 6,5-8,5, aproximada-
mente de 7-8.

Los nitritos también pueden utilizarse para administracién a través del tracto respiratorio. De esta manera, la
presente descripcion también proporciona formulaciones farmacéuticas de aerosol y formas de dosificacion utiles en
los métodos descritos en el presente documento. En general, estas formas de dosificacion incluyen una cantidad de
nitrito eficaz para tratar o prevenir los sintomas clinicos de una afeccion especifica. Cualquier atenuacién, por ejemplo
una atenuacion estadisticamente significativa de uno o mas sintomas de una afeccién que se haya tratado de acuerdo
con los métodos descritos en este documento se considera un tratamiento de dicha afeccién.

Para la administracién por inhalacién, la composicion puede tomar la forma de un polvo seco, por ejemplo, una
mezcla en polvo del nitrito y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén. La composicién en polvo puede
presentarse en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en cdpsulas o cartuchos o, por ejemplo, en gelatina o
blisteres a partir de los cuales el polvo puede administrarse con la ayuda de un inhalador, insuflador o un inhalador
dosificador (véase, por ejemplo, el inhalador dosificador (MDI) presurizado y el inhalador de polvo seco descrito en
Newman, S.P. en Aerosols and the Lung, Clarke, S. W y Davia, D. eds., paginas 197-224, Butterworths, London,
England, 1984).

Los nitritos también pueden administrarse en una solucién acuosa, por ejemplo, cuando se administran en una
forma de aerosol o inhalada. De esta manera, otras formulaciones farmacéuticas de aerosol pueden incluir, por ejem-
plo, una solucién salina tamponada fisiolégicamente aceptable. También puede ser util en la practica de la presente
descripcion un aerosol seco en forma de un compuesto sélido finamente dividido que no se disuelve o suspende en un
liquido.

Para la administracién en el tracto respiratorio, por ejemplo, en el tracto respiratorio superior (nasal) o inferior, por
inhalacidn, los nitritos pueden administrase convenientemente desde un nebulizador o un envase presurizado u otro
medio conveniente de administracién de una pulverizacién de aerosol. Los envases presurizados pueden incluir un
propulsor adecuado tal como diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono
u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién puede determinarse proporcionado
una vélvula para administrar una cantidad medida. Los nebulizadores incluyen, pero sin limitacién, los descritos
en las patentes de Estados Unidos N° 4.624.251; 3.703.173; 3.561.444; y 4.635.627. Estan disponible sistemas de
administracién de aerosol del tipo descrito en este documento en numerosas fuentes comerciales, incluyendo Fisons
Corporation (Bedford, Mass.) Schering Corp. (Kenilworth, NJ) y American Pharmoscal Co. (Valencia, CA). Para
administracion intranasal, el agente terapéutico también puede administrase a través de gotas nasales, un pulverizador
liquido, tal como por medio de un atomizador en un frasco de pldstico, o un inhalador dosificador. Son atomizadores
tipicos el Mistometer (Wintrop) y el Medihaler (Riker). Los nitritos también pueden administrarse a través de un
sistema de administracion ultrasénico. Los nitritos pueden administrase a través de un tubo endotraqueal. Los nitritos
pueden administrarse a través de una mascara facial.

La presente descripcion también describe una composicién farmacéutica envasada tal como un kit u otro recipien-
te. El kit o recipiente contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica de nitrito e
instrucciones para usar la composicién farmacéutica para tratar una afeccion.

IX. Terapias combinadas

Ademds, el nitrito también puede usarse en combinacién con otros agentes terapéuticos, por ejemplo, agentes para
aliviar el dolor, agentes antiinflamatorios, antihistaminicos y similares, ya sea para las afecciones descritas o para
alguna otra afeccién. A modo de ejemplo, el agente adicional es uno o mds seleccionados entre la lista consistente en
penicilina, hidroxiurea, butirato, clotrimazol, arginina o un inhibidor de fosfodiesterasa (tal como sildenafil).

Generalmente, se cree que las terapias que se ha sugerido o demostrado que son eficaces cuando se combinan con
la terapia con NO, también pueden ser eficaces cuando se combinan con la administracién de nitrito. Es probable que
todas las terapias combinadas que se han estudiado con la terapia de NO (inhalado o de otra manera) serdn dignas
de estudio en combinacién con la terapia de nitrito. Véase, por ejemplo, Uga et al., Pediatr. Int. 46 (1): 10-14, 2004;
Gianetti et al., J Thorac. Cardiov. Sur. 127 (1): 44-50, 2004; Stubbe et al., Intens. Care Med. 29 (10); 1790-1797,
2003; Wagner et al., Eur. Herat J 23: 326-326 Suppl. 2002; Park et al., Yonesi Med J 44 (2): 219-226, 2003; Kohele,
Israel Med. Assoc. J. 5: 19-23, 2003, en relacién con las discusiones de terapias combinadas usadas con NO.

Ademads, pueden usarse sales de nitrito farmacéuticamente aceptables (tales como, por ejemplo, nitrito sédico) en
combinaciones con farmacos y agentes que limitan la velocidad de eliminacién de los nitritos administrados. Esta
combinacién podria servir para prolongar la duracién de la accién del nitrito e incluiria antagonistas e inhibidores de
enzimas que afectan a la eliminacion de nitritos o su conversioén en NO.

Como alternativa, el nitrito puede usarse en combinaciones con fairmacos y agentes que aumentan la accién de los
nitritos. Esta combinacion podria servir para aumentar la intensidad de las respuestas a los nitritos administrados.

El activador del plasmindgeno tisular recombinante (rt-PA) y la uroquinasa son los tdnicos farmacos que han de-
mostrado abrir las arterias cerebrales obstruidas en caso de ictus isquémico. Se considera posible que el uso del nitrito
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a través de la inactivacion de radicales libres de oxigeno producidos en respuesta a la reperfusion pueda proporcionar
un efecto beneficioso adicional.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas caracteristicas y/o realizaciones particulares. Estos
ejemplos no deben considerarse limitantes de la invencién en cuanto a las caracteristicas o realizaciones particulares
descritas.

Ejemplo 1
El nitrito tiene propiedades vasodilatadoras in vivo

Este ejemplo proporciona una demostracién de que el nitrito, administrado por infusién en el antebrazo de seres
humanos, es un vasodilatador eficaz.

Métodos
Protocolo en seres humanos

El protocolo se aprobé por el Institutional Review Board of the National Heart, Lung and Blood Institute, y se
obtuvo un consentimiento informado de todos los voluntarios. Nueve hombres y nueve mujeres con una edad media
de 33 afios (intervalo entre 21 a 50 afios) participaron en el estudio. Diez sujetos mds volvieron de 3 a 6 meses después
para someterse a una segunda serie de experimentos con una infusién de una baja dosis de nitrito. Los voluntarios
tenfan una concentracién de hemoglobina normal y todos tenian una salud general excelente sin factores de riesgo de
disfuncién endotelial (azdcar sanguineo en ayunas >120 mg/dl, colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad
>130 mg/dl, presién sanguinea >145/95 mmHg, hédbito de fumar en los dos tltimos afios, enfermedad cardiovascular,
enfermedad vascular periférica, coagulopatia o cualquier otra enfermedad que predisponga a vasculitis o fenémeno de
Raynaud). Se excluyeron los sujetos con deficiencia en G6PD, deficiencia conocida de citocromo B5 o un nivel de
methemoglobina basal >1% (ningin sujeto seleccionado cumpli6 estos criterios de exclusidn). Se excluyeron mujeres
en periodo de lactancia y embarazadas (se excluy6 un sujeto con niveles de HCG positivos). A ningtin voluntario se le
permitié tomar ninguna medicacién (se permitfa tomar anticonceptivos orales), suplementos de vitaminas, preparacio-
nes de hierbas, nutracéuticos y otras “terapias alternativas” durante al menos un mes antes del estudio y no se permitié
que tomaran aspirina durante la semana previa al estudio.

Mediciones del flujo sanguineo en el antebrazo

Se pusieron catéteres en al arteria braquial y en la vena antecubital en el brazo, con el catéter intraarterial conectado
a un transductor de presion para medir la presién sanguinea y una bomba de infusién que administraba solucion salina
normal a 1 ml/min. Después de 20 minutos de reposo, se obtuvieron muestras basales de sangre arterial y venosa
y se realizaron mediciones del flujo sanguineo en el antebrazo por pletismografia de oclusién venosa con sensor de
desplazamiento como se ha indicado previamente (Panza et al., Circulation, 87, 1468-74, 1993). Se calcul6 la media
de una serie de 7 mediciones del flujo de sangre para cada determinacién del flujo de sangre. Se realiz6 una serie de
mediciones denominadas Partes I y II en orden aleatorio para minimizar el efecto del tiempo sobre la respuesta del
flujo sanguineo en el antebrazo durante la infusion de nitrito.

Medicion del flujo sanguineo y la extraccion de nitrito en el antebrazo durante el bloqueo de NO y un ejercicio
repetitivo

Parte I: después de 20 minutos de infusidn de solucién de NaCl (salina) al 0,9% a 1 ml/min en la arteria braquial, se
obtuvieron muestras de sangre arterial y venosa para los ensayos descritos mds adelante y se midi6 el flujo de sangre
en el antebrazo. El ejercicio se realizé apretando un “hand-grip” de manera repetitiva a un tercio de la resistencia
maxima de apriete predeterminada usando un dinamdémetro especifico para el “hand-grip” (Technical Products Co.)
(Gladwin et al., Proc Natl Acad Sci USA, 97, 9943-8, 2000; Gladwin et al., Proc Natl Acad Sci USA, 97, 11482-
11487, 2000; Cannon et al., J Clin Invest, 108, 279-87, 2001). Cada contraccién durd 10 segundos y se continu por
una relajacion de 5 segundos. Después de 5 minutos de ejercicio, se obtuvieron mediciones del flujo sanguineo en el
antebrazo durante las fases de relajacion del ejercicio, y se recogieron muestras de sangre arterial y venosa. Después
de un periodo de reposo de 20 minutos con infusidn continua de solucién salina en la arteria braquial, se obtuvieron
muestras de sangre basales repetidas y mediciones del flujo sanguineo en el antebrazo. Después se infundié L-NMMA
a una velocidad de 1 ml/min (8 umol/min) en la arteria braquial. Después de 5 minutos de infusién de L-NMMA,
se midié el flujo de sangre en el antebrazo y se obtuvieron muestras de sangre arterial y venosa. Después se inici6
el ejercicio del antebrazo en ese brazo durante la infusién continua de L-NMMA. Se midi6 el flujo de sangre en el
antebrazo y se obtuvieron muestras de sangre después de 5 minutos de ejercicio durante la infusién continua de L-
NMMA (Figura 1).

Farte II: después de un periodo de reposo de 30 minutos con infusién continua de solucién salina, se obtuvieron
mediciones basales. Posteriormente se interrumpi6 la infusién de soluciéon salina y se inicié una infusion de nitrito
(NaNO, a 36 umol/ml en solucién salina al 0,9%) a 1 ml/min. El nitrito sédico para uso en seres humanos se obtuvo
en Hope Pharmaceuticals (300 mg en 10 ml de agua) y se diluyeron 286 mg en 100 ml de solucién salina al 0,9%
por el Hope Pharmaceutical Development Service a una concentracién final de 36 umol/ml. Para los 9 sujetos finales
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estudiados, se afiadié bicarbonato sédico 0,01-0,03 mM a la solucién salina normal para valorar el pH a 7,0-7.4.
La solucién de nitrito se protegié de la luz y los niveles de nitrito y de gas NO libre en solucién se midieron por
quimioluminiscencia reductora después de todos los experimentos (Gladwin et al., J Biol Chem, 21, 21, 2002). En las
soluciones de nitrito el NO sélo estaba presente en una concentracion de 50,5 + 40,5 nM que no se vio afectada por el
tamponamiento con bicarbonato. No hubo correlacion entre los niveles de NO en las soluciones de nitrito y los efectos
sobre el flujo sanguineo del nitrito (r = -0,23, P = 0,55). Después de 5 minutos de infusién de nitrito, se obtuvieron
mediciones del flujo sanguineo en el antebrazo y muestras de sangre, con una breve interrupcién de la infusién de
nitrito para obtener la muestra arterial. Con la infusion de nitrito continuada, se realiz6 el ejercicio como se ha descrito
previamente, obteniéndose mediciones del flujo sanguineo del antebrazo y muestras de sangre como se ha descrito
anteriormente. La infusién de nitrito se interrumpid y se reinicié la infusién de solucién salina durante el periodo de
reposo de 30 minutos posterior. Después de las segundas mediciones basales, se reinici6 la infusidn de nitrito junto
con L-NMMA a 8 ymol/min. Cinco minutos después, se realizaron mediciones del flujo sanguineo en el antebrazo y se
obtuvieron muestras de sangre seguidas de 5 minutos de ejercicio continuando las infusiones de nitrito y L-NMMA.
Posteriormente se obtuvieron mediciones finales del flujo sanguineo en el antebrazo y muestras de sangre finales.
En todos los puntos de tiempo durante la parte II se obtuvieron muestras de sangre de la vena antecubital del brazo
contralateral para determinar los niveles de methemoglobina y los niveles sistémicos de hemoglobina modificada con
NO (Figura 2, 3 y 4). La dosis total de nitrito sédico infundida fue de 36 ymol/min x 15 minutos x 2 infusiones = 1,08
mmol =75 mg (PM de NaNO, = 69).

En otros estudios en 10 sujetos, las mismas etapas del protocolo de las Partes I y II se continuaron con la infusion
de una baja dosis de nitrito (NaNO, a 0,36 umol/ml en solucién salina al 0,9%, infundido a 1 ml/min).

Los valores de pH, pO, y pCO, arteriales y venosos se midieron en la cabecera usando el sistema i-STAT (i-STAT
Corporation, East Windsor, NJ) y la concentracién de methemoglobina y la saturacién de hemoglobina-oxigeno se
midieron por cooximetria.

Medicion de S-nitroso-hemoglobina y hierro-nitrosil-hemoglobina en globulos rojos

La S-nitroso-hemoglobina es inestable en el entorno reductor de los glébulos rojos y se degrada rdpidamente de
una forma dependiente de la temperatura y del estado redox, e independiente de la tensién de oxigeno (Gladwin
et al., J Bio Chem, 21:21, 2002). Para estabilizar la S-nitroso-hemoglobina para la medicién, el glébulo rojo debe
oxidarse rdpidamente con ferricianuro. Antes y durante las infusiones de nitrito, se extrajo sangre tanto de la arteria
braquial como de la vena antecubital y la sangre entera inmediatamente (en la cabecera para eliminar el tiempo de
procesamiento) se lisé 1:10 en una “solucion de estabilizacién” de NO-hemoglobina de PBS que contenia NP-40 al 1%
(para solubilizar las membranas), NEM 8 mM (para unirse al tiol libre y prevenir la S-nitrosacién artefactual), DTPA
0,1 mM (para quelar las trazas de cobre) y cianuro y ferricianuro 4 mM (para estabilizar la S-nitrosohemoglobina e
impedir la hierro-nitrosilacién ex vivo artefactual durante el procesamiento). Las muestras se desalaron a través de una
columna Sephadex G25 con un volumen de lecho de 9,5 ml para eliminar el nitrito y los reactivos en exceso y para
purificar parcialmente la hemoglobina (preparacién de hemoglobina al 99%). La fraccién de hemoglobina se cuantificd
por el método de Drabkin y las fracciones de hemoglobina se hicieron reaccionar con y sin cloruro mercirico (relacién
de HgCl,:hemo 1:5 usada para diferenciar el S-nitrosotiol que es 14bil al mercurio del hierro-nitrosilo que es estable
frente al mercurio) y después en HCI 0,1 M/sulfanilamida al 0,5% (para eliminar el nitrito residual; Marley et al.,
Free Radic Res, 32, 1-9, 2000). Las muestras después se inyectaron en una solucioén de triyoduro (I3-) en linea con un
analizador de 6xido nitrico quimioluminiscente (analizador de NO Sievers, Modelo 280, Boulder, CO). El pico estable
frente al mercurio representa hierro-nitrosil-hemoglobina. Este ensayo es sensible y especifico tanto para la S-nitroso-
hemoglobina como la hierro-nitrosil-hemoglobina a 5 nM en sangre entera (S-NO al 0,00005% por hemo) (Gladwin
et al., ] Biol Chem, 21, 21, 2002).

El andlisis se realiz6 inicialmente usando un sedimento de glébulos rojos, sin embargo, a pesar de que la muestra
se puso en hielo e inmediatamente se separé el plasma del sedimento de eritrocitos, se form6 NO en la sangre venosa
ex vivo. Para medir los verdaderos niveles in vivo, se mezcl6 sangre entera en la cabecera en una proporcién 1:10
con la “solucién de estabilizacién de NO-hemoglobina”. La formacién de S-nitroso-albimina plasmética fue insigni-
ficante durante la infusion de nitrito, de forma que este ensayo de sangre entera en la cabecera se usé para limitar el
tiempo de procesamiento y de esta manera para caracterizar de forma mads precisa la quimica in vivo. En una serie de
experimentos de validacion, tanto la S-nitroso-hemoglobina como la hierro-nitrosil-hemoglobina fueron estables en la
“solucidn de estabilizaciéon de NO-hemoglobina” durante 20 minutos a temperatura ambiente sin formacién artefactual
o degradacion de las especies modificadas con NO (n = 6).

Deteccion quimioluminiscente de gas NO liberado a partir de desoxihemoglobina y eritrocitos desoxigenados
después de la adicion de nitrito

Para determinar si el radical NO libre puede formarse a partir de la reaccion de nitrito y desoxihemoglobina, se
mezcl6 nitrito 100 y 200 mM con 5 ml de eritrocitos desoxigenados 660 y 1000 4M en un recipiente de reaccion
protegido de la luz purgado con helio u oxigeno (tanto al 21% como al 100%) en linea con un analizador de NO
quimioluminiscente (Seivers, Boulder, CO). Después de permitir el equilibrio durante 5 minutos, se inyecto nitrito y
se midi6 la velocidad de produccién de NO. Se inyect6 nitrito en PBS como control y en hemoglobina 100 uM para
controlar la hemolisis en las soluciones de eritrocitos desoxigenados 660 y 1000 uM. Al final de todos los experimen-
tos, se analizaron los espectros de absorcién visible del sobrenadante y de la mezcla de reaccién de eritrocitos y se

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2294 543 T3

simplificé la composicién de hemoglobina usando un algoritmo de minimos cuadrados. Hubo una hemdlisis menor de
100 M en el sistema, sin desnaturalizacién de hemoglobina, y una formacioén significativa de hierro-nitrosil-hemo-
globina. La produccién de NO a partir de las suspensiones de eritrocitos superaba a la producida a partir del control
de hemolisado, lo cual es coherente con la exportacion de NO desde los eritrocitos.

Andlisis estadistico

Un célculo del tamafio de la muestra a priori determiné que en el estudio se necesitarian 18 sujetos para detectar
una mejora del 25% en el flujo sanguineo del antebrazo durante la infusién de nitrito cuando la sintesis de NO en el
antebrazo se habia inhibido por L-NMMA en comparacién con los valores de control con infusién de solucidn salina
normal (alfa = 0,05, potencia = 0,80). Los valores de P bilaterales se calcularon por ensayos t de muestras dependientes
para las comparaciones por parejas entre los valores basal y de infusién de L-NMMA, entre los valores basales y con
ejercicio y entre los valores de nitrito y control con solucién salina en puntos de tiempo comparables del estudio. Se
realizaron ANOVA de mediciones repetidas para los gradientes de arterial a venoso de las especies de NO durante el
periodo basal, la infusién de L-NMMA y las condiciones de ejercicio. Las mediciones mostradas con medias = SEM.

Resultados y Discusion

Dieciocho sujetos sanos (9 hombres y 9 mujeres; intervalo de edad de 21 a 50 afios) se incluyeron en un estudio
fisiologico para determinar si el nitrito es un vasodilatador y para examinar la quimica in vivo del nitrito. La Parte I
del protocolo se diseiié para medir las respuestas hemodindmicas y metabdlicas normales al ejercicio y a la inhibicién
de la sintesis de NO dentro del antebrazo como control para la Parte II del protocolo, en la que estas intervenciones
se realizaron durante la infusién de nitrito. Las mediciones basales iniciales inclufan una presiéon sanguinea media
de 85,6 = 3,7 mmHg y un flujo sanguineo en el antebrazo de 4,0 + 0,3 ml/min por 100 ml de tejido (Figura 1A).
El ejercicio en el antebrazo repetido con un “hand-grip” aument? el flujo sanguineo aproximadamente un 600% con
respecto a los valores en reposo y redujo significativamente la saturacién de hemoglobina-oxigeno venosa ipsilateral,
el valor de pO, y el pH, lo cual es coherente con un aumento del consumo de oxigeno y la generacién de CO,. Después
de un periodo de reposo de 20 minutos, las mediciones hemodindmicas repetidas mostraron un flujo sanguineo en el
antebrazo aproximadamente un 10% superior, pero no mostraron ningtin cambio en la presién sanguinea sistémica o
en la saturacion de hemoglobina-oxigeno venosa en el antebrazo, el valor de pO, y el valor de pH en comparacién
con los valores basales iniciales (Figura 1B). Después se infundi6 el inhibidor de la NO sintasa L-NMMA en la
arteria braquial a 8 yumol/min durante 5 minutos, reduciéndose significativamente el flujo sanguineo del antebrazo en
aproximadamente un 30% y reduciéndose significativamente la saturacién de hemoglobina-oxigeno venosa, el valor de
pO, y el valor de pH. El ejercicio repetido en el antebrazo durante la infusién continua de L-NMMA aument0 el flujo
sanguineo, pero a un valor maximo significativamente menor en comparacion con el ejercicio solo (P<0,001). Ademads,
la saturacién de hemoglobina-oxigeno, el valor de pO, y el valor de pH fueron significativamente menores durante el
ejercicio con L-NMMA que con el ejercicio pero sin inhibicién regional de la NO sintasa (P<0,001, P<0,005 y P =
0,027, respectivamente). La presion sanguinea arterial media permaneci6 sin cambios durante todos los componentes
de la Parte I del protocolo.

La Figura 1 representa las mediciones hemodindmicas y metabdlicas en el punto basal y durante el ejercicio, sin
(Figura 1A) y con (Figura 1B) inhibicién de la sintesis de NO en 18 sujetos. Se muestra la presioén arterial media
(MAP), el flujo sanguineo en el antebrazo (FBF) y la saturacién de oxihemoglobina venosa, la presién parcial de
oxigeno (p0O,) y el pH para todas las condiciones experimentales. Estas intervenciones y mediciones (Parte I del
protocolo) sirvieron como control para la Parte II del protocolo, en la que estas intervenciones se realizaron durante la
infusién de nitrito.

Para determinar si el nitrito tiene vasoactividad en seres humanos, en la Parte II del protocolo se infundié nitrito
sédico en solucién salina normal tamponada con bicarbonato (concentracién final 36 umol/ml) en las arterias braquia-
les de esos 18 sujetos para conseguir una concentracion intravascular estimada de aproximadamente 200 uM (Lauer
et al., Proc Acad Sci USA, 98, 12814-9, 2001). Después de realizar mediciones basales repetidas y de la infusion de
nitrito sédico a 1 ml/min durante 5 minutos, los niveles de nitrito en la vena antecubital ipsilateral aumentaron de
3,32 + 0,32 a 221,82 + 57,59 uM (Figura 2A). El flujo sanguineo en el antebrazo aument6é un 175% con respecto a
los valores en reposo; la saturacién de hemoglobina-oxigeno venosa, el valor de pO, y los niveles de pH aumentaron
significativamente con respecto a los valores previos a la infusién, lo cual es coherente con una mayor perfusion del
antebrazo.

Los niveles sistémicos de nitrito fueron de 16 uM, medidos en el brazo contralateral, y se asociaron con un efecto
sistémico de la reduccién de la presién sanguinea media de aproximadamente 7 mmHg. Coherente con la generacién
inmediata de NO a partir de nitrito durante el transito de arterial a venoso, la hierro-nitrosil-hemoglobina en la vena
antecubital ipsilateral aumenté de 55,7 + 11,4 a 693,4 + 216 nM durante la infusién de nitrito. Durante el ejercicio en
el antebrazo con continuacién de la infusién de nitrito, el flujo sanguineo aumenté adicionalmente, con evidencia de
estrés metabdlico gracias a la reduccién en la saturacién de hemoglobina-oxigeno venosa en el antebrazo, el nivel de
pO, y el nivel de pH con respecto a los valores basales. Los niveles de nitrito venoso se redujeron, lo cual es coherente
con el aumento del flujo sanguineo en el antebrazo diluyéndose la concentraciéon del nitrito infundido. A pesar de
la reduccion de las concentraciones de nitrito en el antebrazo durante el ejercicio, aumentaron los niveles de hierro-
nitrosil-hemoglobina (Figura 2A).
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Después del cese de la infusion de nitrito y la sustitucién de solucién salina como material infundido intraarterial
durante 30 minutos, las mediciones basales repetidas mostraron una elevacion persistente en los niveles sistémicos de
nitrito, hierro-nitrosil-hemoglobina y methemoglobina (Figura 2B) con respecto a los valores obtenidos antes de la
infusién de nitrito casi una hora antes. Ademds, también era evidente la persistencia de un efecto vasodilatador, ya
que el flujo sanguineo en el antebrazo era significativamente mayor (4,79 + 0,37 frente a 3,94 + 0,38 ml/min por 100
ml de tejido, P = 0,003) y la presion sanguinea sistémica significativamente menor (82,1 + 3,7 frente a 89,2 + 3,5
mmHg, P =0,002) que los valores iniciales previos a la infusién de nitrito. Durante la reinfusién en la arterial braquial
de nitrito sédico a 36 umol/ml, combinado con L-NMMA a 8 umol/min para inhibir de nuevo la sintesis regional de
NO, se observaron efectos vasodilatadores del nitrito sobre el flujo sanguineo en el antebrazo en reposo y durante el
ejercicio similares a los observados durante la infusién de nitrito sin L-NMMA (Figura 2B). Esto se opone al efecto
vasoconstrictor de la inhibicién de la NO sintasa con L-NMMA observado en la Parte I del protocolo (Figura 1B).
Los niveles venosos de nitrito y hierro-nitrosil-hemoglobina siguieron patrones similares durante la inhibicién de NO
y durante la infusién de nitrito inicial.

La Figura 2 representa los efectos de la infusién de nitrito sédico (NaNO,) en solucién salina normal tamponada
con bicarbonato (0,9%; concentracién final 36 umol/ml) en las arterias braquiales de 18 sujetos sanos a 1 ml/min
durante 5 minutos en el punto basal y continuado durante el ejercicio. La Figura 2A representa los efectos sin la
inhibicién de la sintesis de NO. La Figura 2B representa los efectos con inhibicién de la sintesis de NO. Se muestran
valores para la presion sanguinea arterial media (MAP), el flujo sanguineo en el antebrazo (FBF), la saturacién venosa
de oxihemoglobina, la presién parcial de oxigeno (pO,) y el pH, el nitrito venoso, la hierro-nitrosil-hemoglobina
venosa y la methemoglobina venosa para todas las intervenciones experimentales.

Como ensayo de la relevancia fisioldgica del nitrito vascular como vasodilatador, las concentraciones de nitrito
se redujeron en dos unidades logaritmicas a 400 nmol/ml. Una infusién de 1 ml/min durante 5 minutos en 10 sujetos
aument? significativamente el flujo sanguineo en el antebrazo en los 10 sujetos desde 3,49 + 0,24 a 4,51 + 0,33 ml/min
por 100 ml de tejido (Figura 3A; P = 0,0006). El flujo sanguineo aumenté significativamente en reposo y durante la
inhibicién de la NO sintasa con y sin ejercicio (Figura 3B; P<0,05 durante todas las condiciones). Los niveles medios
de nitrito venoso aumentaron de 176 + 17 nM a 2564 + 462 nM después de una infusién de 5 minutos y los niveles
de nitrito venoso durante el ejercicio aumentaron a 909 + 113 nM (de forma secundaria a los efectos de dilucién del
aumento del flujo durante el ejercicio; Figura 3C). De nuevo, los efectos vasodilatadores del nitrito fueron paralelos
a una formacién observada de hierro-nitrosil-hemoglobina y S-nitroso-hemoglobina a lo largo de la circulacién en el
antebrazo (Figura 3D; descrita més adelante). Estos datos indican que los niveles basales de nitrito, de 150-1000 nM
en plasma a 10.000 nM en el tejido vascular, contribuyen al tono vascular en reposo y a la vasodilatacién hipdxica.

La Figura 3 representa los efectos de la infusion de una baja dosis de nitrito s6dico en solucién salina normal
tamponada con bicarbonato en las arterias braquiales de 10 sujetos sanos en el punto basal y durante el ejercicio, sin
y con inhibicién de la sintesis de NO. La Figura 3A representa el flujo sanguineo en el antebrazo en el punto basal
y después de 5 minutos de infusién de NaNO, (0,36 ymol/ml en solucién salina al 0,9% infundida a 1 ml/min). La
Figura 3B representa en flujo sanguineo en el antebrazo con y sin infusién de una baja dosis de nitrito en el punto
basal y durante la infusién de L-NMMA con y sin estrés de ejercicio. La Figura 3C representa los niveles venosos de
nitrito determinados a partir de la circulacién en el antebrazo en el momento de las mediciones del flujo sanguineo. La
Figura 3D representa los niveles venosos de S-nitroso-hemoglobina (s-NO) y hierro-nitrosil-hemoglobina (Hb-NO)
en el punto basal y después de la infusién de nitrito durante el estrés de ejercicio.

La propiedad vasodilatadora del nitrito durante las condiciones basales del flujo, cuando el valor de pO, tisular y
el valor de pH no son demasiado bajos, era inesperada. Estos resultados indican que los mecanismos hipotetizados
previamente para la reduccién de nitrito, la desproporcionacién de nitrito y la actividad xantina oxidorreductasa,
requiriendo ambos un valor de pO, y valores de pH extremadamente bajos que no se encuentran tipicamente en la
fisiologfa normal, se complementan in vivo por factores adicionales que sirven para catalizar la reduccién de nitrito.
Aunque el 4cido ascorbico y otros reductores presentes en abundancia en la sangre pueden proporcionar los electrones
necesarios para la reduccion del dcido nitroso de tal forma que la reaccién pueda producirse a niveles de pH que pueden
conseguirse fisiolégicamente, en el presente documento se indica que la desoxihemoglobina reduce eficazmente el
nitrito a NO, en la mitad del tiempo de circulacién. Este mecanismo proporciona una produccién graduada de NO
junto con el gradiente de oxigeno fisioldgico, regulado estrechamente por la desaturacién de hemoglobina-oxigeno.

Formacion intravascular de NO y S-nitrosotiol por reaccion de nitrito con desoxihemoglobina intraeritrocitica

Antes y durante las infusiones de nitrito, se extrajo sangre de la arteria braquial y de la vena antecubital, la sangre
entera inmediatamente (en la cabecera para eliminar el tiempo de procesamiento) se lis6 en una proporcién 1:10 en
una “solucién de estabilizacién” de NO-hemoglobina y se determiné el contenido de hierro-nitrosil-hemoglobina y
S-nitroso-hemoglobina por quimioluminiscencia reductora basada en triyoduro y espectroscopia de resonancia para-
magnética electrénica como se describe en la seccién de Métodos. Los niveles basales de S-nitroso-hemoglobina y
hierro-nitrosil-hemoglobina estuvieron en los limites de deteccién (<50 nM o 0,0005% de NO por hemo) sin gradien-
tes entre arterial y venoso. Después de la infusion de nitrito en la Parte II del protocolo, los niveles venosos de hierro-
nitrosil-hemoglobina y de S-nitroso-hemoglobina se elevaron de forma espectacular (Figura 4A). La formacién de
los dos aductos de NO-hemoglobina se produjo a lo largo del lecho vascular, siendo la mitad del tiempo circulatorio
menor de 10 segundos. La velocidad de formacién de NO, medida como hierro-nitrosil- y S-nitroso-hemoglobina y
cuantificada por medio de la resta de los niveles arteriales de los niveles venosos multiplicindose la diferencia por el
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flujo sanguineo, aumentd en gran medida durante el ejercicio a pesar de la reduccidn significativa en la concentracién
venosa de nitrito secundaria al aumento del flujo sanguineo que diluia la concentracién de nitrito regional (Figura 4A;
P = 0,0006 para la hierro-nitrosil-hemoglobina y P = 0,02 para la S-nitroso-hemoglobina segtin mediciones repetidas
ANOVA).

La Figura 4A representa la formacién de hierro-nitrosil-hemoglobina (cuadrados negros) y S-nitroso-hemoglobina
(circulos rojos) durante la infusién de nitrito en el punto basal, durante la infusién de nitrito y durante la infusién de
nitrito con el ejercicio, cuantificada por medio de la resta de los niveles arteriales de los venosos y multiplicando el
resultado por el flujo sanguineo. La formacién de los dos aductos de NO-hemoglobina se correlacionaba inversamente
con la saturacién de hemoglobina-oxigeno en la circulacién humana durante la infusién de nitrito (para hierro-nitrosil-
hemoglobina r = - 0,7, p<0,0001, para S-nitroso-hemoglobina r = -0,45, p = 0,04) (Figura 4B). La saturacion de
hemoglobina-oxigeno se midi6 a partir de la vena antecubital por cooximetria. El asterisco en todas las figuras significa
P<0,05 por un ensayo t para muestras dependientes o un andlisis de varianza de medidas repetidas.

Para determinar si el radical NO libre puede formarse por la reaccion de nitrito y desoxihemoglobina, se hizo
reaccionar nitrito 100 y 200 4M con eritrocitos desoxigenados (volumen de 5 ml que contenia un total de 660 y 1000
#M en hemo) en un recipiente de reaccién protegido de la luz purgado con helio conectado con un analizador de NO
quimioluminiscente (Seivers, Boulder, CO). Como se muestra en las Figuras 5A y 5B, la inyeccién de nitrito en una
solucién de eritrocitos desoxigenados ocasiond la liberacién de NO en fase de gas. No hubo liberacién de nitrito en
el control con tamp6n en las mismas condiciones y se liberd significativamente menos NO tras la adicién de nitrito
a eritrocitos oxigenados (21% y 100% de oxigeno). La velocidad observada (determinada por la evaluacion del drea
bajo la curva del aumento de la generacién de NO en estado estacionario después de la inyeccion de nitrito calculada
durante 120 segundos) de produccién de NO en el volumen de reaccién de 5 ml fue coherente con la produccién de
NO de 47 pM por segundo (correspondiente a una produccion de NO estimada de 300 a 500 pM por segundo en
sangre entera). Aunque las velocidades de formacidon de NO en este sistema experimental no pueden extrapolarse a
velocidades de formacién de NO in vivo, los experimentos son consecuentes con dos conceptos importantes: 1) una
fraccién de NO libre puede escapar a la autocaptura por los grupos hemo restantes; probablemente esto sélo es posible
porque el nitrito Unicamente se convierte en NO por reaccién con desoxihemoglobina y su “grupo saliente” es la
proteina met-hemo(férrica) que limitara la eliminacidn e inactivacién del NO (Doyle et al., J Biol Chem, 256, 12393-
12398, 1981); y 2) la velocidad de produccion de NO aumenta en condiciones anaerobias, lo cual es consecuente con
una reaccidn de nitrito-desoxihemoglobina.

Ejemplo 2
Efectos citoprotectores del nitrito durante la isquemia-reperfusion del corazon y el higado

Como se ha demostrado en el Ejemplo 1, el nitrito se reduce a NO por reaccién con desoxihemoglobina junto con
el gradiente de oxigeno fisiol6gico, una quimica cuya velocidad depende del oxigeno y del pH y que puede contribuir
a la vasodilatacion hipéxica. Basdndose en este descubrimiento inesperado, los presentes solicitantes propusieron que
la produccién de NO dependiente de hipoxia a partir de nitrito en el tejido isquémico podria limitar la lesién por
isquemia-reperfusion. Este ejemplo proporciona una demostracién de que las infusiones de nitrito sédico son eficaces
para proporcionar citoproteccién durante la isquemia-reperfusioén del corazén y el higado.

Aunque la reperfusién de los tejidos isquémicos proporciona oxigeno y sustratos metabélicos necesarios para la
recuperacidn y supervivencia de las células lesionadas reversiblemente, la propia reperfusion realmente acelera la ne-
crosis celular (Braunwald et al., J. Clin. Invest. 76:1713-1719, 1985). La isquemia-reperfusion se caracteriza por la
formacion de radicales de oxigeno tras la reintroduccioén de oxigeno molecular en tejidos isquémicos produciéndose
modificaciones oxidativas de lipidos y proteinas extendidas de las proteinas celulares, lesiones mitocondriales y apop-
tosis y necrosis de tejidos (McCord et al., Adv Myocardiol 5: 183-189, 1985). Ademds, después de la reperfusion de
tejidos isquémicos, es posible que el flujo sanguineo no vuelva de forma uniforme a todas las partes de los tejidos
isquémicos, un fenémeno que se ha denominado fenémeno de “no reflujo” (Kloner et al., J Clin Invest 54: 1496-1508,
1974). Se cree que las reducciones del flujo sanguineo después de la reperfusion contribuyen a las lesiones celulares
y a la necrosis (Kloner et al., J Clin Invest 54:1496-1508, 1974). La reintroduccién repentina de sangre en un tejido
isquémico también produce un aumento espectacular en la liberacion de calcio al tejido previamente isquémico (es
decir, la “paradoja del calcio”) que tiene como resultado una ruptura masiva del tejido, liberacién de enzimas, reduc-
ciones en las reservas de fosfato de alta energia, lesiones mitocondriales y necrosis (Nayler, Amer. J. Path. 102: 262,
1981; Shen et al., Amer, J, Path 67: 417-440, 1972). Ciertos estudios recientes también han indicado que la lesién
por isquemia-reperfusion también se caracteriza por una respuesta inflamatoria inapropiada en la microcirculacién
que produce interacciones de leucocitos-células endoteliales que estdn mediadas por la regulacién positiva tanto de
leucocitos como de moléculas de adhesion de células endoteliales (Lefer et al., Cardiovasc Res 32: 743-751, 1996;
Entman et al., Faseb J 5:2529-2537, 1991). Se han centrado intensos esfuerzos de investigacion en la mejora de diver-
sos componentes patofisioldgicos de la lesién por isquemia-reperfusion para limitar el grado de lesion y de necrosis
tisular.

Se ha demostrado que el NO, los donadores de NO y la activacién o sobreexpresion transgénica de la NO sintasa
ejercen efectos protectores sobre este proceso en varios modelos (Lefer ef al., New Horiz 3:105-112, 1995; Lefer et al.,
Circulation 88: 2337-2350, 1993; Nakanishi et al., Am J Physiol 263:H1650-1658, 1992; Jones et al., Am J Physiol
Heart Circ Physiol 286:H276-282, 2004; Jones et al., Proc Natl Acad Sci USA 100:4891-4896, 2003; Kanno et al.,
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Circulation 101:2742-2748, 2000), pero en otros modelos parecen ser perjudiciales (Flogel et al., J] Mol Cell Cardiol
31: 827-836, 1999, Menezes et al., Am J Physiol 277:G144-151, 1999; Woolfson et al., Circulation 91:1545-1551,
1995; Schulz, R. et al., Cardiovasc Res 30: 432-439, 1995). La evaluacién de estos estudios sugiere un efecto critico de
la dosis y la duracién de la exposicién al NO, que tiene como resultado una ventana de seguridad terapéutica estrecha
para el NO en la patofisiologia de la isquemia-reperfusion (Bolli, J. Mol. Cell. Cardio. 33: 1897-1918, 2001; Wink et
al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 285:H2264-2276, 2003). Otra limitacién es que la formacién de NO a partir de
la NO sintasa requiere oxigeno como sustrato, una molécula cuya disponibilidad esta limitada durante la isquemia.

Por lo tanto, se considera el uso de nitrito en este contexto por las siguientes razones:
(1) es una sustancia natural sin ningtn “grupo saliente” potencialmente toxico,

(2) se reduce selectivamente a NO en tejidos con baja tension de oxigeno y bajos valores de pH (Bryan et al.,
Proc Natl Acad Sci USA., 2004; Cosby et al., Nat Med 9:1498-1505, 2003; Nagababu e al., J Biol Chem 278:46349-
46356, 2003; Tiravanti ef al., J Biol Chem 279:11065-11073, 2004; Doyle et al., ] Biol Chem 256:12393-12398, 1981;
Luchsinger et al., Proc Natl Acad Sci USA 100: 461-466, 2003),

(3) su activacién no requiere oxigeno molecular (Cosby et al., Nat Med 9:1498-1505, 2003) y

(4) se sabe que el NO mantiene las proteinas hemo en un estado reducido y ligado (Herold ez al., Free Radic Biol
Med 34: 531-545, 2003; Herold et al., J Biol Inorg Chem 6:543-555, 2001; Ferndndez et al., Inorg Chem 42:2-4,
2003), limita la quimica oxidativa mediada por el hierro libre y el grupo hemo (Kanner et al., Arch Biochem Biophys
237:314-321, 1985; Kanner et al., Lipids 20:625-628, 1985; Kanner et al., Lipids 27:46-49, 1992), inhibe de forma
transitoria la citocromo c oxidasa y la respiraciéon mitocondrial (Torres et al., FEBS Lett 475:263-266, 2000; Brown
et al., FEBS Lett 356:295-298, 1994; Cleeter et al., FEBS Lett 345:50-54, 1994; Rakhit et al., Circulation 103:2617-
2623, 2001), y modula los efectores apoptéticos (Mannick et al., Science 284:651-654, 1999), siendo todos éstos
mecanismos que podrian participar en la citotoxicidad posterior a una isquemia severa.

Se evaluaron los efectos de la terapia con nitrito en comparacién con controles con vehiculo y con nitrato, en mo-
delos murinos bien caracterizados de lesion hepética y miocédrdica por isquemia-reperfusion. La siguiente descripcion
proporciona una fuerte evidencia de un profundo efecto protector del nitrito sobre la necrosis celular y la apoptosis,
que se considera mediado por una bioconversién dependiente de hipoxia de nitrito en NO y proteinas nitros(il)adas.

Materiales y Métodos

Agentes Quimicos y Reactivos: el nitrito sédico (S-2252) y el nitrato sédico (S-8170) se obtuvieron en Sigma Che-
mical Co. (St. Louis, MO). Se disolvieron nitrito sédico y nitrato sédico en solucién salina tamponada con fosfato y el
pH se ajusto a 7,4. En todos los experimentos se administré un volumen final de 50 ul de nitrito sédico o nitrato sédico
a los ratones para conseguir concentraciones finales de nitrito circulante de 0,6 a 240 uM, asumiendo un volumen
sanguineo circulante total de 2 ml. Se utiliz6 sal de potasio de carboxi-PTIO [2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametili-
midazolina-1-oxil-3-6xido], un eliminador directo del NO intravascular, para inhibir los efectos dependientes de NO
después de la lesion hepatica por I/R. Se disolvié carboxi-PTIO (Alexis Biochemicals) en solucién salina tamponada
con fosfato y se administré por via intravenosa a una dosis de 1 mg/kg en un volumen de 50 ul 30 minutos antes de la
isquemia hepdtica. Se inyect6 cinc deuteroporfirina IX-2,4-bisetilenglicol (ZnDBG) (Alexis Biochemicals), un inhibi-
dor de la hemo-oxigenasa-1, i.p. a una dosis de 10 mg/kg en un volumen de 50 ul 30 minutos antes de la induccién de
la isquemia hepatica.

Animales: todos los ratones utilizados en el presente estudio eran ratones C57BL6/J de 8-10 semanas de edad
obtenidos en Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). En otros experimentos de lesion hepatica por I/R se utilizaron
ratones completamente deficientes (-/-) en 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS). Los ratones eNOS -/- originalmente
se donaron generosamente por el Dr. Paul Huang (Mass. General Hospital) y se generaron en la colonia de cria de los
presentes solicitantes en LSU-Health Sciences Center. Se utilizaron ratones eNOS -/- que tenfan 8-10 semanas de
edad.

Protocolo de isquemia-reperfusion (I/R) hepdtica: el protocolo de I/R hepdtica se representa en la Figura 6A y se
ha descrito previamente (Hines et al., Biochem Biophys Res Comun 284:972-976, 2001; Hines et al., Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 284:G536-545, 2001). Los ratones se anestesiaron con la combinacién de ketamina (100
mg/kg) y xilacina (8 mg/kg) y se realizé una laparotomia en la linea media para exponer el higado. Después, a los
ratones se les inyect6 heparina (100 ug/kg i.p.) para prevenir la coagulacién sanguinea. Se provocé una isquemia en
los 16bulos lateral izquierdo y medio del higado grapando completamente la arteria hepética y la vena porta usando
grapas de microaneurismas. Este modelo experimental produce una isquemia hepatica segmentaria (70%). Este método
de isquemia parcial previene la congestion venosa mesentérica permitiendo la descompresion portal a lo largo de los
I6bulos derecho y caudado del higado. El higado después se volvié a colocar en la cavidad peritoneal en su localizacién
original durante 45 minutos. El higado se mantuvo hiimedo usando una gasa empapada en solucidn salina normal al
0,9%. Ademas, la temperatura corporal se mantuvo a 37°C usando una lampara de calor y controlando la temperatura
corporal con una sonda de temperatura rectal. Las cirugias simuladas fueron idénticas con la excepcion de que no se
redujo el flujo de sangre hepdtica con una grapa de microaneurisma. La duracién de la isquemia hepdtica fue de 45
minutos en todos los experimentos, después de lo cual se retiraron las grapas de microaneurisma. La duracién de la
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reperfusién hepdtica fue de 5 horas en los estudios de los niveles séricos de transaminasas hepaticas (es decir, AST o
ALT) y de 24 horas para los estudios de histopatologia hepatica (tal como infarto hepatocelular).

Determinaciones de las Enzimas Hepdticas: en muestras de suero se analizaron los niveles de aspartato amino-
transferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) usando un método espectrofotométrico (Sigma Chemical Co., St
Louis, Mo) (Harada et al., Proc Natl Acad Sci USA 100:739-744, 2003). Estas enzimas son especificas del higado y
se liberan desde el higado durante una lesién (Hines et al., Biochem Biophys Res Commun 284:972-976, 2001; Hines
et al., Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 284:G536-545, 2001).

Estudios de Histopatologia Hepdtica: la histopatologia del tejido hepdtico se realiz6 como se ha indicado pre-
viamente (Hines et al., Biochem Biophys Res Commun 284:972-976, 2001). Se fijé tejido hepatico en formalina
tamponada al 10% durante 24 horas, se introdujo en parafina y se tifieron secciones de 10 um con hematoxilina y eo-
sina. La puntuacién de histopatologia se realiz6 siguiendo un disefio doble ciego en campos de alta potencia aleatorios
usando los siguientes criterios:

0- sin lesién hepatocelular
1 - lesién leve caracterizada por vacuolizacién citopldsmica y picnosis nuclear focal

2 - lesién moderada con sinusoides dilatados, vacuolizacién citosdlica y falta de definicién de los bordes inter-
celulares,

3 - lesidén de moderada a severa con necrosis coagulativa, abundante dilatacion sinusoidal, extravasacién de RBC
a los cordones hepdticos, e hipereosinofilia y marginacién de neutrdéfilos,

4 - necrosis severa con pérdida de arquitectura hepdtica, desintegracion de los cordones hepdticos, hemorragia e
infiltracién de neutrdfilos.

La apoptosis hepatocelular se determiné usando el kit de tincion TUNEL de Roche de acuerdo con las recomen-
daciones del fabricante. En resumen, el tejido hepatico de diversos tratamientos se fijé en formalina tamponada y se
prepararon secciones de 10 um. Las secciones se permeabilizaron en hielo durante 2 minutos y se incubaron 50 ul
de solucion TUNEL durante 30 minutos a 37°C. Las secciones después se trataron con 50 ul de solucién de sustrato
durante 10 minutos y se montaron bajo cubreobjetos de vidrio. El nimero de nicleos apoptéticos se determiné a partir
de 5 campos aleatorios 40x por muestra. Se analiz6 un total de 6 muestras por grupo de tratamiento (16 portaobjetos
por grupo) y se compararon usando un andlisis de varianza de una via con post-test de Bonferroni.

Protocolo de Isquemia-Reperfusion (I/R) del Miocardio: se realiz6 una ligadura quirtirgica de la arteria coronaria
principal izquierda (LCA) de manera similar a la indicada en los métodos descritos previamente (Jones ef al., Am J
Physiol Heart Circ Physiol 286:H276-282, 2004). En resumen, se anestesiaron ratones con inyecciones intraperitonea-
les de ketamina (50 mg/kg) y pentobarbital sédico (50 mg/kg). Los animales después se fijaron a un tablero quirtrgico
con el lado ventral hacia arriba. Los ratones se intubaron por via oral con un tubo de polietileno PE-90 conectado a un
tubo de PE-240 y después conectado a un ventilador de roedores Modelo 683 (Harvard Apparatus, Natick, MA). El
volumen tidal se fijé a 2,2 milimetros y la velocidad respiratoria se fij6 a 122 respiraciones por minuto. Los ratones
se suplementaron con oxigeno al 100% a través del orificio lateral del ventilador. Se realizé una esternotomia media
usando un cauterio eléctrico y la arteria coronaria principal izquierda proximal se visualizé y se ligé completamente
con sutura de seda 7-0 montada en una aguja afilada (BV-1 ethicon). En los experimentos iniciales del tamafio del
infarto de miocardio, la oclusién coronaria se mantuvo durante 30 minutos y después se retird la sutura y se realizé
una reperfusién durante 24 horas. En otros experimentos de la funcién cardiaca, la LCA proximal se obstruy6 comple-
tamente durante 45 minutos y posteriormente se retird la sutura y se realizé la reperfusién durante 48 horas. En estos
experimentos se realizé una ecocardiografia bidimensional en el punto basal y de nuevo a las 48 horas de reperfusion.

Determinacion del Tamario del Infarto de Miocardio: a las 24 horas de reperfusion, los ratones se anestesiaron
como se ha descrito previamente, se intubaron y se conectaron a un ventilador de roedores. Se puso un catéter (tubo
de PE-10) en la arteria cardtida comun para permitir la inyeccién de colorante Azul de Evans. Se realizé una ester-
notomia media y la arteria coronaria principal izquierda se volvié a ligar en la misma localizacién que se ha indicado
anteriormente. Se inyecto colorante Azul de Evans (1,2 ml de una solucién al 2,0%, Sigma Chemical Co.) en el catéter
de la arteria cardtida para que llegara al interior del corazén con el fin de distinguir la zona isquémica de la zona no
isquémica. El corazén se escindié rdpidamente y se secciond en serie por el eje largo en cinco secciones de 1 mm
de espesor que después se incubaron en cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio al 1,0% (Sigma Chemical Co.) durante 5
minutos a 37°C para demarcar el miocardio viable y no viable dentro de la zona de riesgo. Se pesaron cada uno de
los cinco cortes de miocardio de 1 mm de espesor y se evaluaron las dreas de infarto, riesgo y ventriculo izquierdo
no isquémico por un observador siguiendo un disefio ciego y usando planimetria asistida por ordenador (NIH Image
1.57). Todos los procedimientos para determinar el drea con riesgo del ventriculo izquierdo y para la determinacién del
tamafio del infarto se han descrito previamente (Jones et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 286:H276-282, 2004).

Evaluacion Ecocardiogrdfica de la Funcion del Ventriculo Izquierdo: se realiz6 una ecocardiografia transtordcica
del ventriculo izquierdo usando un transductor en serie lineal (transductor Linear Array) de 15 MHz (15L8) conectado
con una Sequoia C256 (Acuson) en otros grupos de ratones (n = 9 vehiculo y n = 10 nitrito) sometidos a 45 minutos de
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isquemia de miocardio y 48 horas de reperfusion. Se realiz6 una ecocardiografia bidimensional en el punto basal y a las
48 horas de reperfusién como se ha descrito previamente (Jones et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 286:H276-282,
2004; Jones et al., Proc Natl Acad Sci USA 100:4891-4896, 2003). Los pardmetros ventriculares se midieron usando
una técnica vanguardista. Se capturaron ecocardiogramas en modo M (velocidad de barrido = 200 mm/seg) a partir
de vistas bidimensionales a través del eje corto, del eje largo y paraesternales del ventriculo izquierdo (LV) a nivel
papilar medio. El acortamiento fraccional (FS) en porcentaje del LV se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:
%FS de LV = (LVEDD-LVESD)/LVEDD) x 100. Todos los datos se calcularon a partir de 10 ciclos cardiacos por
experimento.

Andlisis de Transferencia de Western de HO-I: este andlisis de muestras de tejido hepatico homogeneizadas (50
ug de proteina total) se realizé usando un mAb de ratén anti-HO-1 (Stressgen, Victoria, BC) a una dilucién de 1:3.000
y un Ab secundario de cabra anti-ratén (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) a una dilucién de 1:3.000.

Determinacion del Nitrito en Sangre y en Tejidos: para medir el nitrito en sangre, se mezclaron 160 ul de sangre
entera con 40 u1 de una solucién de estabilizacion de nitrito que contenia ferricianuro 80 mM, N-etilmaleimida (NEM)
20 mM, 200 pl de 4cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) y NP-40 al 0,2% (las concentraciones proporcionadas
son después de la mezcla con sangre entera). Después se midi6 el nitrito en sangre entera usando quimioluminiscencia
reductora basada en triyoduro como se ha descrito y validado previamente (Gladwin ef al., J Biol Chem 21:21, 2002;
Yang et al., Free Radic Res 37:1-10, 2003).

El tejido hepatico se homogeneizé usando un protocolo modificado publicado por Bryan y colaboradores (Bryan
et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2004). El tejido hepatico recogido se secé con un papel de filtro secante, se peso y se
homogeneiz6 inmediatamente en tampdn que contenia NEM enfriada con hielo (10 mmol/l1)/DTPA (2 mmol/l) (dilu-
cioén 3:1 - p/v). Posteriormente, la mezcla de tampon/tejido se homogeneizé con un homogeneizador de vidrio-vidrio
Wheaton. Los homogeneizados de tejido se mantuvieron en hielo y se analizaron antes de que hubieran transcurrido
5 minutos. El homogeneizado posteriormente se inyect6 directamente en triyodo para medir la suma de productos de
nitrito, los aductos de NO estables frente al mercurio (Rx-NO) y labiles frente al mercurio (RS-NO). Para determinar
los niveles de aductos de NO especificos (Rx-NO y RS-NO), la muestra se hizo reaccionar con y sin cloruro mercurico
5 mM (el RS-NO se transforma en nitrito en presencia de cloruro mercirico y el Rx-NO es estable) y en ambos casos
se traté con sulfanilamida 4cida (al 0,5%) para eliminar el nitrito.

Andlisis Estadistico: los datos se analizaron por un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) con andlisis post-hoc
de Bonferroni usando el software StatView version 5.0 (SAS Institute, Carey, North Carolina). Los datos se presentan
como medias + error tipico de la media (SEM) aceptandose las diferencias como significativas cuando p<0,05.

Resultados

El nitrito intraperitoneal limita la lesion hepdtica por isquemia-reperfusion (I/R): 1a administracion intraperitoneal
de 1,2-480 nmoles de nitrito sédico (concentracién final estimada de 0,6 uM a 240 uM en un volumen sanguineo
total de 2 ml del ratén) durante la isquemia hepética, limité de forma dependiente de la dosis las elevaciones séricas
de transaminasas hepdticas, aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) (Figuras 6B y 6C),
produciéndose el efecto maximo a una concentracién sistémica calculada de 24 M (48 nmoles de nitrito afiadidos). En
un marcado contraste, el tratamiento con solucién salina o nitrato sédico (48 nmoles) no ejercié ningtin efecto protector
en la situacién de lesion hepdtica por I/R. Se realizaron otros estudios para evaluar los efectos del tratamiento con
nitrito sobre la lesion hepatocelular en ratones después de una isquemia hepadtica in vivo (45 minutos) y una reperfusién
mas prolongada (24 horas; Figura 6D, 6E y 6F). La administracién de nitrito a una concentracién sanguinea final de
24 uM (48 nmoles) redujo significativamente la lesién hepatocelular a las 24 horas de reperfusién en comparacién con
los animales tratados con solucién salina y nitrato. Ademds, la terapia con nitrito también atenu6 significativamente
(p<0,001) el grado de apoptosis hepatocelular después de 45 minutos de isquemia hepética y 24 horas de reperfusion
(Figura 6F). El grado de apoptosis de células hepdticas en los animales tratados con nitrito sometidos a I/R fue similar
a la observada en los animales de control operados de forma simulada (p = NS).

El Nitrito Intraventricular Limita la Lesion Miocdrdica por Isquemia-Reperfusion: para determinar si los potentes
efectos citoprotectores del nitrito sobre la lesion hepatica por isquemia-reperfusion eran generalizables a otros sistemas
de 6rganos, se realizaron estudios para evaluar los posibles efectos cardioprotectores de la terapia aguda con nitrito
en situacion de oclusion de la arteria coronaria y reperfusion. El protocolo experimental para los estudios de I/R de
miocardio se representa en la Figura 7A. La administracién de nitrito (48 nmoles) en la cavidad ventricular izquierda
5 minutos antes de la reperfusion, limité significativamente (p<0,001) el tamafio del infarto de miocardio (Figuras 7B
y 7C) en comparacién con el tratamiento con 48 nmoles de nitrato. A pesar de que las dreas miocdrdicas con riesgo
eran similares (p = NS entre grupos), el tamafio del infarto de miocardio por drea con riesgo y por ventriculo izquierdo
se redujeron en un 67% con la terapia con nitrito en comparacién con el nitrato.

En otros estudios, los ratones se sometieron a 45 minutos de isquemia de miocardio y 48 horas de reperfusion para
evaluar los efectos del tratamiento con nitrito sobre el rendimiento del ventriculo izquierdo (Figuras 7D y 7E). En
estos estudios, se midieron tanto la fraccién de eyeccién del miocardio (Figura 7D) como el acortamiento fraccional
del miocardio (Figura 7E) usando ecocardiografia bidimensional en el punto basal y después del infarto de miocardio
y la reperfusion. La fraccién de eyeccion del miocardio fue similar entre el grupo de estudio tratado con vehiculo y el
tratado con nitrito en el punto inicial. Después del infarto de miocardio y de la reperfusion, la fraccién de eyeccion fue
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significativamente (p<0,001 frente al valor basal) menor en el grupo de vehiculo salino, aunque permanecié esencial-
mente sin cambios en los animales tratados con nitrito (p = NS frente al punto basal). Ademas, la fraccién de eyeccién
fue significativamente (p<0,02) mayor en el grupo de nitrito en comparacion con el grupo de vehiculo. Se realizaron
observaciones similares para el acortamiento fraccional sin diferencias significativas entre grupos en el punto basal.
Sin embargo, después del infarto de miocardio y la reperfusion, el acortamiento fraccional del ventriculo izquierdo se
redujo significativamente (p<0,001 frente al punto basal) en el grupo del vehiculo, pero no en el grupo del nitrito (p =
NS frente al punto basal) y fue significativamente mayor (p<0,02) en el grupo del nitrito en comparacién con el grupo
de vehiculo.

La Citoproteccion Mediada por Nitrito estd Asociada con una Reduccion Isquémica Aguda del Nitrito a NO y
Proteinas S- y N-nitrosadas dentro del Higado: de forma consecuente con la reduccion descrita previamente de nitrito
a NO y S-nitrosotioles en una reaccién con desoxihemoglobina y proteinas hemo desoxigenadas (Bryan et al., Proc
Natl Acad Sci USA., 2004; Cosby et al., Nat Med 9:1498-1505, 2003; Nagababu et al., J Biol Chem 278:46349-43656,
2003; Doyle et al., J Biol Chem 256:12393-12398, 1981), un minuto después de la reperfusion, los niveles de nitrito
en los higados de los ratones tratados con solucién salina (control) sometidos a isquemia se redujeron de 1,75 uM a
niveles indetectables (p<0,001 frente al grupo simulado) y los niveles de proteinas modificadas con NO estables frente
al mercurio (probablemente N-nitrosaminas y hierro-nitrosil protefnas; RxNO) aumentaron hasta aproximadamente
750 nM (Figura 8A; p<0,001). Curiosamente, con el tratamiento con nitrito hubo un aumento significativo (p<0,01
frente a controles tratados con solucién salina) en los niveles hepaticos posteriores a la reperfusion de nitrito (Figura
8B), S-nitrosotioles (Figura 8C) y S-nitrosaminas (Figura 8D) en los ratones tratados con nitrito. Estos datos son
coherentes con la tesis de que el nitrito se bioactiva durante el estrés hipoxico y son coherentes con recientes estudios
de Bryan y colaboradores que demuestran una conversién aguda del nitrito tisular en RSNO y RxNO después de
una lesion andxica sistémica (Proc Natl Acad Sci USA, 2004). Los bajos niveles de nitrito que son citoprotectores
(1,2 nmoles a la menor dosis - Figura 6B y 6C) y la descomposicién reductora del nitrito hepatico “nativo” en los
animales de control tratados con solucidn salina (Figura 8A) sugieren que éste puede ser un mecanismo natural para
la produccién hipdxica de NO vy la citoproteccion. De forma consecuente con las cantidades casi fisioldgicas de nitrito
administradas, los niveles sanguineos de nitrito no se elevaron significativamente (594 + 83 nM a 727 + 40 nM; n =
3; p=0,16) en los ratones tratados con 48 nmoles de nitrito, la dosis mds eficaz.

Los Efectos Citoprotectores de Nitrito son Dependientes del NO, Independientes de la NO Sintasa e Independientes
de la Hemo-oxigenasa: confirmando adicionalmente un mecanismo que implica la reduccién hipdxica de nitrito a NO,
el inhibidor de NO PTIO inhibia completamente los efectos protectores del nitrito en experimentos de disefio factorial
completo (Figura 9A). Por el contrario, se observé una citoproteccion significativa del nitrito en ratones deficientes en
NO sintasa endotelial (eNOS) (Figura 9B; p<0,001), lo que sugiere que la produccion de NO a partir de nitrito durante
la isquemia-reperfusion es independiente de la eNOS. Aunque la expresion de la proteina hemo-oxigenasa 1 se induce
significativamente después de la isquemia-reperfusion en este modelo y parece conferir proteccion (Figura 9C y 9D),
en ratones tratados previamente con ZnDPBG (un inhibidor especifico y potente de la hemo-oxigenasa 1) el nitrito
limitaba significativamente la lesion tisular, lo que sugiere un efecto independiente de la hemo-oxigenasa (Figura 9C;
p<0,05).

Discusion

En este ejemplo, el tratamiento con nitrito aumentaba significativamente los niveles de nitrito hepético y de espe-
cies nitros(il)adas (RSNO y RXNO) en comparacién con los controles tratados con solucién salina y con nitrato, y
conferia un efecto citoprotector espectacular dependiente de la dosis, limitando la necrosis, la apoptosis y protegiendo
la funcién de los 6rganos. Sorprendentemente, los niveles de nitrito afiadido eran casi fisioldgicos, observandose un
efecto protector incluso a 1,2 nmoles de nitrito afladido (un nivel sanguineo calculado de 600 nM), lo que sugiere
que esto puede representar un mecanismo protector endégeno que amortigua tensiones metabdlicas severas o estrés
patofisioldgico.

Ciertos datos recientes sugieren que las concentraciones de nitrito varian entre la sangre y los diferentes 6rganos
y tipicamente estdn entre la parte superior del intervalo nanomolar y la parte inferior del intervalo micromolar. Sin
embargo, hasta hace poco las altas concentraciones necesarias para vasodilatar las preparaciones de anillos aérticos
llevaron a su desestimacién como una molécula biolégicamente activa importante. De hecho, Furchgott et al., (J Phar-
maco. Exper. Thera. 108: 129-143, 1953) demostraron en 1953 que una concentracién 100 uM de nitrito estimulaba la
vasodilatacion de preparaciones de anillos adrticos, un proceso que, segin se demostrd posteriormente, estaba mediado
por la activacién de la guanilato ciclasa soluble (Kimura ef al., J Biol Chem 250:8016-8022, 1975; Mittal et al., J Biol
Chem 253:1266-1271, 1978; Ignarro et al., Biochim Biophys Acta 631: 221-223, 1980; Ignarro et al., J Pharmacol
Exp Ther 218:739-749, 1981). Desde un punto de vista fisioldgico, la conversién in vivo de nitrito en NO se considerd
limitada al estdémago y al corazén gravemente isquémico, mientras que la reduccién 4cida o desproporcionacién a
valores de pH muy bajos produce vasodilatacién en la mucosa géstrica (Gladwin et al., J Clin Invest 113:19-21, 2004;
Bjorne et al., J Clin Invest 113:106-114, 2004) y una aparente lesion en el tejido cardiaco y nitrosilacion del hierro del
grupo hemo (a altas concentraciones de nitrito en preparaciones de corazén isquémico ex vivo; Tiravanti et al., J Biol
Chem 279:11065-11073, 2004), respectivamente. Aunque se puede producir una reduccion de nitrito dependiente de
la xantina oxidorreductasa a tensiones de oxigeno muy bajas, la produccion de NO a partir de este sistema sé6lo es
detectable en presencia de altas concentraciones de superéxido dismutasa (Li ef al., J Biol Chem 279:16939-16946,
2004; Li et al., Biochemistry 42:1150-1159, 2001).
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Como se describe en la Figura 6 y Cosby er al. (Nat. Med 9:1498-1505, 2003), las infusiones de nitrito sédico
en la circulacién humana produjeron una vasodilatacién significativa tanto a concentraciones farmacoldgicas como a
concentraciones casi fisiolgicas. La bioactivacién de nitrito parecia estar mediada por una actividad nitrito reductasa
de la hemoglobina desoxigenada, que finalmente formaba NO y hierro-nitrosil-hemoglobina, y en una menor medida
especies de proteinas S-nitrosadas. Basandose en estos datos, se propuso un papel para el nitrito circulante en la me-
diacion de la vasodilatacion hipdxica, siendo el sensor de oxigeno en este caso la hemoglobina (Cosby et al., Nat Med
9:1498-1505, 2003). Ahora se ha propuesto que una actividad nitrito reductasa similar de la desoxihemoglobina, des-
oximioglobina y/u otras proteinas hemo desoxigenadas explica la formacién de proteinas nitros(il)adas y la aparente
citoproteccion dependiente de NO observada durante la isquemia hepdtica y cardiaca en el presente ejemplo.

Aunque no esté claro el mecanismo preciso de cémo confiere el nitrito la proteccion tisular, por los datos mostrados
en la Figura 3 y 9A se deduce un papel critico para el NO. Los estudios previos del NO y la isquemia-reperfusién han
producido informes conflictivos con respecto a los efectos del No sobre la gravedad de la lesion por I/R, sugiriendo
algunos estudios que el NO realmente contribuia a la lesién de reperfusién (Woolfson et al., Circulation 91:1545-1551,
1995; Wink et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 285:H2264-2276, 2003). El laboratorio de los presentes solicitan-
tes ha demostrado previamente que los donadores de NO, asi como el precursor de NO, L-arginina, protegen contra
la lesién por I/R del miocardio (Lefer ef al., New Horiz 3:105-112, 1995; Nakanishi et al., Am J Physiol 263:H1650-
1658, 1992; Pabla et al., Am J Physiol 269:H1113-1121, 1995). M4s recientemente, los presentes solicitantes demos-
traron que la gravedad de la lesién por I/R del miocardio estd increiblemente exacerbada en ratones eNOS -/- (Jones
et al., Am J Physiol 276:HI567-1576, 1999), mientras que los ratones con sobreexpresiéon de eNOS estan protegidos
frente al infarto de miocardio y la posterior insuficiencia cardiaca congestiva (Jones et al., Am J Physiol Heart Circ
Physiol 286:H276-282, 2004; Jones et al., Proc Natl Acad Sci USA 100:4891-4896, 2003; Jones et al., Am J Physiol
276:H1567- 1573, 1999).

Los datos conflictivos sobre los efectos del NO sobre la lesién por isquemia-reperfusion pueden estar relacionados
con la dosis de NO y las condiciones durante la isquemia y la reperfusiéon (Bolli, J. Moll. Cell. Cardio. 33:1897-1918,
2001). Hoy en dia es bien sabido que los niveles muy altos, no fisiol6gicos de NO (es decir, la parte superior del
intervalo micromolar y el intervalo milimolar) realmente promueven la necrosis celular y la apoptosis (Dimmeler et
al., Nitric Oxide 4:275-281, 1997), mientras que los efectos citoprotectores demostrados del NO tipicamente implican
concentraciones nanomolares o de pocos micromoles de NO (Lefer et al., New Horiz 3:105-112, 1995; Lefer et
al., Circulation 88:2337-2350, 1993; Bolli, J. Mol. Cell. Cardio. 33:1897-1918, 2001). Ademads, los estudios que
investigan el NO y los agentes de liberacién de NO en condiciones in vitro de I/R han notificado de forma coherente
efectos perjudiciales del NO (Bolli, J. Mol. Cell. Cardio. 33:1897-1918, 2001), a diferencia de los estudios in vivo
de I/R que presentaron efectos beneficiosos de la terapia con NO (Lefer et al., New Horiz 3:105-112, 1995; Lefer et
al., Circulation 88:1337-2350, 1993). No esta claro cémo media el NO la proteccién, habiéndose publicado mdltiples
mecanismos, incluyendo la activacién de sCG, la inhibicién de la citocromo C oxidasa y la inhibicién de la captacién
de calcio mitocondrial perjudicial (Torres et al., FEBS Lett 475:263-266, 2000; Brown et al., FEBS Lett 356:295-
298, 1994; Cleeter et al., FEBS Lett 345:50-54, 1994; Rakhit et al., Circulation 103:2617-2623, 2001). Aunque estos
datos sugieren que los efectos del nitrito se producen de forma secundaria a la formacién del NO, actualmente se
desconoce el mecanismo de citoproteccién fundamental dependiente de nitrito (Luchsinger ef al., Proc Natl Acad Sci
USA 100:461-466, 2003; Fernandez et al., Inorg Chem 42:2-4, 2003; Han et al., Proc Natl Acad Sci USA 99:7763-
7768, 2002, Crawford et al., Blood 101:4408-4415, 2003).

Una posibilidad intrigante es la formacién intermedia de S-nitrosotioles, que se sabe que se forman a través de
reacciones de nitrito con desoxihemoglobina y posiblemente proteinas hemo de los tejidos (Bryan et al., Proc Natl
Acad Sci USA, 2004; Cosby et al., Nat Med 9:1498-1505, 2003; Nagababu et al., J Biol Chem 278:46349-46356,
2003). De forma consecuente con la formacién dependiente de hipoxia de S-nitrosotioles en los glébulos rojos y tejidos
a partir del nitrito, los niveles hepdticos de estas especies eran significativamente mayores después de la reperfusion
(de uno a treinta minutos) en los higados expuestos a isquemia y nitrito. Dentro del medio relativamente reductor
que existe dentro de las células, los S-nitrosotioles formados a través del nitrito se reducirdn rdpidamente a NO y
activaran a la sGC. Como alternativa, la S-nitrosacién y los posteriores efectos sobre la actividad de proteinas criticas
importantes en la lesién inducida por I/R y la muerte apoptética de las células pueden llevar a la proteccion (Mannick
et al., Science 284:651-654, 1999).

Ademads, los datos presentados aqui revelan una regulacién dindmica de las RxNO hepaticas, una reserva de pro-
tefnas modificadas con NO estables frente al mercurio que incluyen N-nitrosaminas y hierro-nitrosilos (Bryan et al.,
Proc Natl Acad Sci USA, 2004; Gladwin et al., ] Biol Chem 21:21, 2002; Rassaf et al., Free Radic Biol Med 33:1590-
1596, 2002), durante la isquemia-reperfusion. En grupos tratados con solucién salina, los niveles de RxXNO aumentan
después de 1 minuto de reperfusién y posteriormente se reducen después de 30 minutos de reperfusidon, mientras que
se observa una elevacion sostenida en los niveles de RxNO en los ratones tratados con nitrito, lo que sugiere que el
mantenimiento de RxNO podria ser importante en la proteccidn de tejidos de la lesién por I/R.

En conclusién, los datos presentados en este ejemplo demuestran una funcién extraordinaria para el anién inorgani-
co relativamente sencillo nitrito como un potente inhibidor de la lesién hepética y cardiaca por isquemia-reperfusion,
como se muestra en un sistema modelo de raton. Los efectos del nitrito parecen ser dependientes del NO, con una
rapida conversién del nitrito en NO y proteinas nitros(il)adas después de la reperfusién. Considerando la seguridad
conocida del nitrito como anién natural y como agente terapéutico aprobado por la FDA para el envenenamiento por
cianuro, estos datos muestran una terapia nueva, segura y barata para la lesién por isquemia-reperfusion. Esta terapia
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podria usarse para prevenir o modular la disfuncién de érganos que se produce después de, por ejemplo, una reper-
fusién del sistema vascular coronario y periférico, una cirugia abdominal de alto riesgo (tal como una reparacién de
aneurisma adrtico que conduce a una necrosis aguda de los tibulos renales), resucitacién cardiopulmonar y, quizas lo
mads importante, transplante de 6rganos sélidos.

Ejemplo 3
El nitrito nebulizado inhalado es un vasodilatador pulmonar selectivo dependiente de NO y sensible a la hipoxia

Este ejemplo proporciona una descripcion del uso de nitrito nebulizado inhalado (especificamente nitrito sédico)
para tratar la hipertensiéon pulmonar en el recién nacido.

Basandose en los resultados presentados anteriormente, ahora se sabe que el anidn nitrito sanguineo contribuye
a la vasodilatacién hipdxica por medio de una reaccién de generacidon de 6xido nitrico (NO) basada en hemo con
desoxihemoglobina y posiblemente otras proteinas hemo. Esta reaccién bioquimica puede utilizarse para el tratamiento
de la hipertensién pulmonar en el recién nacido, un estado de deficiencia de NO caracterizado por vasoconstriccién
pulmonar, patofisiologia de shunt derecha-izquierda, falta de homogeneidad de ventilacién/perfusién e hipoxemia
sistémica. Como se muestra en este ejemplo, se administrd nitrito sédico inhalado por medio de un aerosol a corderos
recién nacidos con hipertension pulmonar hipéxica y normdxica. El nitrito inhalado inducia una reduccién rdpida y
sostenida (~60%) de la hipertension pulmonar inducida por hipoxia, una magnitud que se aproximaba a la de los
efectos de la inhalacién de 20 ppm de gas NO y que estaba asociada con la aparicién inmediata de niveles crecientes
de NO en el gas espirado. La vasodilatacién pulmonar inducida por el nitrito administrado por medio de un aerosol
era dependiente de la desoxihemoglobina y del pH y estaba asociada con un aumento de los niveles sanguineos de
hierro-nitrosilacién de hemoglobina. De forma significativa, desde el punto de vista terapéutico, la administracién de
nitrito a corto plazo disuelto en solucién salina por medio de la nebulizacién producia una vasodilatacién pulmonar
selectiva y sostenida sin un aumento apreciable en los niveles sanguineos de methemoglobina. Estos datos confirman
el paradigma de que el nitrito es un vasodilatador que actda a través de la conversién en NO, un proceso acoplado
a la desoxigenacién y protonacién de la hemoglobina, y ademds muestra una terapia nueva, sencilla y barata para
la hipertensién pulmonar en el recién nacido. En corderos recién nacidos se compar6 el efecto del nitrito sédico
nebulizado frente a la solucién salina, o NO inhalado, sobre la hipertensién pulmonar inducida por hipoxia e inducida
por farmacos. Como se describe en este ejemplo, el nitrito inhalado forma gas NO que se espira y hierro-nitrosil-
hemoglobina circulante, y produce un efecto vasodilatador selectivo de la circulacién pulmonar. Esta vasoactividad
estd asociada con el nivel de desaturacion de hemoglobina y el pH sanguineo en el intervalo fisioldgico, confirmando
el paradigma fisioldgico y terapéutico de la hemoglobina como nitrito reductasa asociada a la desoxigenacion.

Meétodos

Los protocolos de los animales se aprobaron por el Institutional Animal Research Committee of Loma Linda
University y estaban de acuerdo con las directrices de los institutos nacionales de la salud para uso de animales
experimentales.

Preparacion de los animales: después de la induccién de la anestesia con tiopental sédico intravenoso (20 mg/kg),
los corderos recién nacidos se intubaron orotraquealmente y se mantuvo la anestesia con halotano al 1% hasta que
se pusieron catéteres quirirgicamente. Posteriormente se interrumpié la administracién de halotano y la anestesia se
mantuvo con morfina (0,1 mg/kg/h). después de inducir la pardlisis con vecuronio (0,1 mg/kg/h), los pulmones se
ventilaron mecdnicamente estableciendo pardmetros iniciales de presiones: 22/6 cm H,O, frecuencia: 25 respiraciones
por minuto, FiO,: 0,21 y tiempo de inspiracion: 0,6 segundos (Sechrist Modelo 100, Sechrist Industries, Anaheim CA,
USA). Inicialmente y a lo largo de los experimentos normdxicos, los pardmetros de frecuencia, presion de inspiracion
maxima y FiO, del ventilador se ajustaron para mantener Sa0,>95%, PaO, a 90-150 Torr y PaCO, a 35-45 Torr.

Se puso un catéter en la arteria braquial derecha para extraer muestras de sangre preductal para el andlisis de los
gases y para el andlisis quimico. Se pasé un catéter de termodilucion pediatrico a través de la vena femoral hasta la
arteria pulmonar para medir el gasto cardiaco, la presién de enclavamiento capilar pulmonar y la presién de la arteria
pulmonar (catéter de termodilucién 5.0 Pedriatric Swan-Ganz®, Baxter Healthcare Corporation, Irvine, CA, USA).

Se pusieron catéteres en la arteria y vena femoral para controlar la presién sanguinea, el ritmo cardiaco y para la
administracién de fluidos y farmacos. Se puso un termopar en la vena femoral para controlar la temperatura corporal
interna, que se mantuvo a 39°C usando una manta calefactora y una ldmpara de calor a lo largo de los experimentos.

Después de finalizar los experimentos, los corderos se sacrificaron con una solucién de eutanasia patentada (Eut-
hasol, Western Medical Supply, Arcadia, CA, USA). En experimentos seleccionados, se realiz6 una necropsia para
verificar la posicién de los catéteres (que estaban colocados correctamente en todos los casos) y para determinar si el
ductus arteriosus estaba cerrado (que estaba cerrado en todos los casos).

Mediciones hemodindmicas: la presion arterial media, la presion media de las arterias pulmonares y la presién
venosa central se midieron de forma continua, y la presién de enclavamiento capilar pulmonar se midié de forma
intermitente usando transductores de presion calibrados (COBE Laboratories, Lakewood, CO) fijados a cero a nivel
toracico medio. El gasto cardiaco se midi6 a intervalos de 15 minutos a lo largo de todo el estudio por termodilucién
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usando un médulo de termodilucién Com-2 (Baxter Medical, Irving, CA, USA). Se usaron inyecciones de cinco ml
de solucidn salina enfriada con hielo. Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se promedia-
ron para cada punto de tiempo de muestreo. La resistencia vascular pulmonar y la resistencia vascular sistémica se
calcularon usando férmulas convencionales.

Andlisis sanguineo de gases y methemoglobina: en muestras de sangre (0,3 ml) recogidas a intervalos a lo largo
de los experimentos se midieron los valores arteriales y venosos mixtos de pH, PCO, y PO,. Se midieron los gases
sanguineos (ABL3, Radiometer, Copenhagen, Denmark) y también se midieron la saturacién de oxihemoglobina y la
concentracion de hemoglobina usando un hemoximetro (OSM2 Hemoximeter, Radiometer, Copenhagen, Denmark).
Las concentraciones de methemoglobina arterial y venosa mixta se analizaron por fotometria con el hemoximetro
OSM2 usando la misma muestra arterial que en las determinaciones de los gases sanguineos.

Administracion de nitrito, solucion salina o gas NO por medio de un aerosol: en un nebulizador de chorro (Hudson
RCI Micro Mist Nebulizer (Hudson Respiratory Care; Temucula, CA), accionado a un caudal constante de 8 1/minuto
en todos los experimentos, se introdujeron cinco mililitros de nitrito sédico acuoso (solucién 1 mM) o solucién salina.
La solucién de nitrito sédico se nebulizé a una velocidad de 270 umol/minuto. Los aerosoles se administraron en el
ciclo de inspiracién del ventilador. En general se cree que cuando se usa un nebulizador de chorro, <10% del farmaco
nebulizado se deposita en el pulmén (Coates ef al., Chest 119, 1123-30, 2001). Esto se debe al volumen muerto
del nebulizador y a la pérdida de farmaco durante la fase de espiracion. La deposicién en el pulmén depende de la
distribucién del tamafio de las particulas, que estd bajo la influencia del flujo de aire, el volumen de relleno, la solucién
de farmaco y la temperatura ambiente (Flavin et al., Pediatr Pulmonol 2, 35-9, 1986; Sudrez & Hickey, Respir Care 45,
652-66, 2000; Clay et al., Thorax 38, 755-9, 1983; Clay et al., Lancet 2, 592-4, 1983). Este es un sistema nebulizador
clinico sencillo, barato y disponible ampliamente, aunque podrian usarse otros sistemas.

El gas NO se introdujo en la parte de inspiracién del circuito de respiracién. La concentracién inspirada de NO
se midié de forma continua por quimioluminiscencia (CLD 700 AL, Eco Physics Inc, Ann Arbor, MI) en la parte de
inspiracién del ciclo del ventilador.

Inhalacion de aerosoles de nitrito o solucion salina durante una vasoconstriccion pulmonar inducida por hipo-
xia. Se estudiaron siete corderos para demostrar que el nitrito nebulizado es un vasodilatador pulmonar selectivo en
corderos recién nacidos hipdéxicos. Después de la anestesia y la instrumentacion, se permitié que los corderos se re-
cuperaran durante 30 a 90 minutos mientras que se controlaban los pardmetros hemodindmicos relevantes. Después
de obtener las mediciones basales, se indujo un periodo de 30 minutos de hipertensiéon pulmonar reduciendo el FiO,
del gas inspirado a 0,12 durante 30 minutos. Diez minutos después de iniciar la hipoxia, se administraron aerosoles
de solucién salina o de nitrito sédico durante el resto del periodo hipéxico. Después de un periodo de recuperacién
de una hora, se indujo un segundo periodo de 30 minutos de hipoxia de nuevo con aerosoles de solucién salina o
nitrito sédico administrados durante los dltimos 20 minutos. Se extrajeron muestras de sangre arterial para los ensa-
yos de los gases sanguineos y los ensayos analiticos y las mediciones del gasto cardiaco se realizaron a intervalos
regulares.

Inhalacion de nitrito durante una hipertension pulmonar inducida por U466 19 en situacion normoxica. Se estudia-
ron otros seis corderos para evaluar los efectos de la nebulizacion de nitrito sobre la hipertensién pulmonar norméxica.
Se indujo hipertensién pulmonar normdxica estable por medio de una infusién de un andlogo endoperéxido estable de
tromboxano (U46619 - 9,11-didesoxi-11a-epoximetano-prostaglandina F,,, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI). El
farmaco se disolvié en solucién salina y se administré a una velocidad de 2 ug/kg/min en el catéter venoso femoral
durante 30 minutos. El nitrito se nebuliz6 para inhalacién durante los tltimos 20 minutos de la infusién (Figura 11).

Comparacion de nitrito inhalado y gas NO durante una vasoconstriccion pulmonar inducida por hipoxia: eficacia
y duracion del efecto. Este protocolo se disefid para comparar la eficacia del nitrito con el patrén clinico, 20 ppm de
gas NO inhalado. Esta concentracién de gas NO estd en el extremo superior de la dosis terapéutica administrada a
lactantes con hipertensiéon pulmonar primaria (Kinsella & Abman, Semin Perinatol 24, 387-95, 2000; Kinsella ef al.,
Lancet 340, 819-20, 1992), y se ha demostrado que también es eficaz en la inversion de la vasoconstriccién hipdxica
en corderos recién nacidos (Frostell ef al., Circulation 83, 2038-47, 1991). Un segundo objetivo fue determinar la
duracién del efecto de una corta nebulizacién de nitrito frente a la inhalacién de gas NO sobre las mediciones hemo-
dindmicas y fisioldgicas durante una vasoconstricciéon pulmonar prolongada inducida por hipoxia. Después de realizar
las mediciones basales, se indujo hipoxia en los corderos como se ha descrito anteriormente durante 35 minutos. Diez
minutos después de iniciar la hipoxia, se inici6 un periodo de 20 minutos de inhalacién de gas NO (20 ppm), conti-
nuando la hipoxia durante 5 minutos después de cesar la administracion de gas NO. Después se dejo que los corderos
se recuperaran durante una hora. De nuevo, después de realizar las mediciones basales, se inicié un segundo periodo de
hipoxia de 90 minutos. Diez minutos después de iniciar la hipoxia, se administré un aerosol de nitrito sédico durante
20 minutos, continuando la hipoxia durante 60 minutos después de cesar la aerosolizacién de nitrito (Figura 13).

Medicion del NO exhalado. La concentracién de NO exhalado se midié con un analizador de NO de quimiolumi-
niscencia (NOA 280, Sievers Instruments, Inc., Boulder, CO). El analizador de quimioluminiscencia se calibré con
aire-NO y gas NO (45 partes por millén) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se extrajeron muestras
de NO a través de un brazo lateral de Teflon acoplado a un orificio de muestreo en el extremo proximal del tubo
endotraqueal a través del cual pasaba el flujo al analizador a 250 ml/min.
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En experimentos previos seleccionados, se nebulizé nitrito a través de un circuito ventilador sin que estuviera
conectado ningin cordero mientras se media el NO con el analizador de NO de quimioluminiscencia. En ningtin
experimento la nebulizacién de nitrito a través del circuito desconectado produjo un aumento en la concentraciéon de
NO en el aire ventilado.

Medicion de los niveles plasmdticos de nitrito y hierro-nitrosil-hemoglobina. Se extrajo sangre tanto de la arteria
braquial como del catéter venoso central y se proceso rapidamente. Se separd el plasma después de una centrifugacion,
se congeld inmediatamente en hielo seco y después se almacené a -70°C hasta que se ensayé el nivel de nitrito usando
las metodologias de quimioluminiscencia (analizador de NO Sievers modelo 280) como se ha descrito previamente
(Cosby et al., Nat Med 9, 1498-505, 2003; Gladwin et al., J Biol Chem 277, 27818-28, 2002; Yang et al., Free Radic
Res 37, 1-10, 2003). El sedimento de glébulos rojos congelado se descongeld, se hizo reaccionar en NEM 8 mM,
DTPA 100 uM vy ferricianuro 4 mM, se incubé durante 5 minutos y se hizo pasar a través de una columna Sephadex
G25 (Yang et al., Free Radic Res 37, 1-10, 2003; Xu et al., Proc Natl Acad Sci USA 100, 11303-8, 2003). La fraccién
de hemoglobina de la columna G25 se cuantificé por el método de Drabkin (J. Biol. Chem. 112, 51-65, 1935) y se
hizo reaccionar en HCI 0,1 M/sulfanilamida al 0,5% para eliminar el nitrito residual. Las muestras posteriormente se
inyectaron en una solucién de triyoduro (I;7) en linea con un analizador de 6xido nitrico quimioluminiscente (Sievers,
Modelo 280 NO analizar, Boulder, CO). El gas NO se separa en la solucién de triyoduro estequiométricamente de la
hierro-nitrosil-hemoglobina (Yang et al., Free Radic Res 37, 1-10, 2003).

Espectroscopia de resonancia paramagnética electronica de sangre entera. Esto se hizo a 110K usando un con-
trolador de la temperatura Bruker 4131VT en un sistema espectrometro EMX 10/12 EPR fijado a 9,4 GHz, 10 mW,
modulacién 5G, constante de tiempo de 0,08 s y un tiempo de exploracioén de 84 s durante 60 G. Cada curva representa
una sola exploracién de 84 segundos. Las concentraciones de hierro-nitrosil-hemoglobina se calcularon comparando
las alturas de un pico a otro con una muestra patrén.

Adgquisicion de datos y andlisis. La presion arterial media, la presion de la arterial pulmonar, la presién venosa
central, el ritmo cardiaco, la concentracién de NO exhalado y la temperatura corporal interna se midieron de forma
continua. Las sefiales analdgicas se digitalizaron a 100 Hz y se almacenaron usando un convertidor analégico-digital
(PowerLab SP, ADInstruments, Colorado Springs, CO) y un software de adquisicién de datos (Chart v 5.2 para Macin-
tosh, ADInstruments, Colorado Spring, CO). Después de los experimentos, se calcularon los promedios de los valores
de presidn sanguinea arterial, presién venosa central, ritmo cardiaco y las mediciones de NO exhalado en bloques de
60 segundos.

Andlisis estadistico: se compararon seis mediciones de variables fisiolégicas por medio de un ANOVA de dos
direcciones con mediciones repetidas con grupo y tiempo como factores. El significado de las diferencias se evalu6 con
un post-test de Dunnett. Las diferencias significativas con respecto al periodo basal se evaluaron usando un ANOVA de
una direccién con mediciones repetidas, con los animales individuales y el tiempo como factores. El significado de las
diferencias se evalué adicionalmente con un post-test de Newman-Keul. Los célculos se realizaron usando GraphPad
Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Se asumi¢ significado estadistico con P<0,05. Los datos se
presentan como media + SEM.

Resultados

Propiedades vasodilatadoras pulmonares de nitrito aerosolizado durante una vasoconstriccion pulmonar inducida
por hipoxia

Para determinar el efecto del nitrito nebulizado sobre la hipertensién pulmonar hipdxica, se instrumentaron siete
corderos recién nacidos (2-10 dias de edad) con anestesia general y se mantuvieron con ventiladores mecédnicos e
infusién de morfina. Después de la estabilizacion basal, los corderos se sometieron a un periodo de 30 minutos de
hipoxia reduciendo el FiO, a 0,12. El nitrito o la solucién salina nebulizada se administraron durante los dltimos 20
minutos del periodo hipéxico. El inicio de hipoxia (HbO, arterial ~55%) estaba asociado con rdpidos aumentos en
la presion arterial pulmonar media (de 21 = 1 a 34 + 2 mmHg, P<0,01) (Figura 10A, 10B) y la resistencia vascular
pulmonar (20% (P<0,01)) y con una reduccién de la resistencia vascular sistémica (~20% (P<0,01)). La inhalacién de
nitrito nebulizado pero no de solucién salina (Figura 10A, 10B) produjo una reduccion selectiva en la presion arterial
pulmonar en un ~60% (P<0,01) (Figura 10A, 10C) y redujo la resistencia de la arteria pulmonar en un ~70% (P<0,05),
pero no tuvo ningiin efecto medible sobre la presién sanguinea arterial media (Figura 10A, 10C) o la resistencia
vascular sistémica en comparacién con los animales de control. La reduccién de la presiéon de la arteria pulmonar
con nebulizacién de nitrito estaba asociada con un aumento progresivo en el NO exhalado de 3 + 1 a 15 + 4 ppb
(Figura 10A, 10C). El gasto cardiaco, la saturacion de oxihemoglobina arterial y los niveles de methemoglobina no
cambiaron de forma medible después de la inhalacién de nitrito en comparacion con los valores durante los 10 minutos
precedentes de hipoxia (Figura 10A). El valor de PO, arterial no pudo cambiar apreciablemente en el sistema de los
presentes solicitantes, ya habia una obstruccion experimental.

Propiedades de vasodilatacion pulmonar de nitrito aerosolizado durante vasoconstriccion pulmonar inducida por
fdarmaco en condiciones normoxicas

Para contrastar los efectos del nitrito nebulizado sobre la presion de la arteria pulmonar en presencia de desoxihe-
moglobina normal con los efectos en la presencia de hemoglobina oxigenada reducida, se estudiaron los efectos del
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nitrito nebulizado en un grupo separado de seis corderos sometidos a hipertensién pulmonar en condiciones normé-
xicas. Se indujo una hipertension pulmonar norméxica estable (SaO, ~98%) por infusién del andlogo endoperdxido
de tromboxano (U46619). La infusién intravenosa de U46619 a una velocidad de 2 pg/kg/min durante 30 minutos se
asoci6 con rdpidos aumentos en la presion arterial pulmonar de 24 + 1 a 51 + 4 mmHg (P<0,001) (Figura 11). Diez
minutos después de iniciar la infusién, la adicion de inhalacién de nitrito nebulizado produjo una reduccién selectiva
en la presidn arterial pulmonar en un 23 + 6% (P<0,05 en comparacién con el valor basal de infusién), pero no tuvo
ningtn efecto sobre la presion sanguinea arterial media o la resistencia vascular sistémica (Figura 11). La reduccién
en la presion de la arteria pulmonar con nebulizacién de nitrito se asociaba con un aumento progresivo en el NO
exhalado de 4,8 + 1,2 a 10,11 % 2,0 ppb (P<0,05 en comparacién con el valor basal, Figura 11). La Figura 2 muestra
una comparacién de los efectos de la inhalacién de nitrito después de 20 minutos sobre la vasoconstriccién pulmonar
hipdxica frente a la normoéxica inducida con farmaco. Los cambios en la presion media de la arteria pulmonar y el
NO exhalado fueron significativamente mayores con el tratamiento con nitrito durante las condiciones hipdxicas. En
general, los efectos de la inhalacién de nitrito sobre la hipertension pulmonar norméxica (inducida por tromboxano)
fueron menores que los observados con la hipertensién pulmonar hipéxica (Figura 10, 11, 12A), lo cual es consecuente
con un modelo de potenciacion hipoxémica y posiblemente acidémica de la vasoactividad del nitrito.

Dependencia del pH y del oxigeno de la actividad nitrito reductasa de la desoxihemoglobina

Especulamos que la conversién bioquimica de nitrito a NO requiere tanto desoxihemoglobina como protonacion.
De esta manera, se usaron datos tanto de los experimentos normoéxicos como de los experimentos hipéxicos para
estudiar la influencia de la saturacién de hemoglobina y del pH sobre la produccién del NO a partir del nitrito. Las
mediciones del gas NO exhalado y de la hemoglobina modificada con NO (hierro-nitrosil-hemoglobina) se usaron
como dosimetros de la produccién de NO y como una medida de los subproductos directos de la reaccién por la nitrito
reductasa del nitrito y la hemoglobina para producir NO. La Figura 12 demuestra que la hierro-nitrosil-hemoglobina,
medida por quimioluminiscencia reductora basada en triyoduro (Figura 12B) y resonancia paramagnética electrénica
(Figura 12C), aumentaba sensiblemente por la inhalacién de nitrito durante la hipoxia, pero no con vasoconstricciéon
pulmonar norméxica inducida por farmaco. Como se muestra en la Figura 12D, el cambio en la presién media de la
arteria pulmonar durante la hipoxia después de la inhalacién de nitrito sédico nebulizado estaba relacionada con el pH
sanguineo, estando asociada una mayor vasodilatacién con una reduccién del pH (r = 0,57, P = 0,055).

Comparacion con el NO inhalado y la duracion del efecto

A continuacién los presentes solicitantes compararon la eficacia del nitrito con el agente terapéutico estandar ac-
tual, el NO gas inhalado. Después de iniciar la hipoxia, los corderos se sometieron a gas NO inhalado (20 ppm) o
nitrito nebulizado durante 20 minutos. Los datos de la Figura 13 muestran la duracion y la magnitud del efecto de la
inhalacién del gas NO (Figura 13A) o de la nebulizacién de nitrito (Figura 13B, 13C) sobre las mediciones hemodi-
ndmicas y metabdlicas durante la hipoxia. Aunque los dos tratamientos produjeron una reduccion pronunciada en la
hipertensién pulmonar hipéxica, la respuesta al gas NO inhalado fue ligeramente mds rdpida y la presién pulmonar
se aproximaba mds al valor basal en contraste con la correcciéon del 60-70% en la presion inducida por el nitrito.
Sistémicamente, la presién sanguinea arterial media y la resistencia se redujeron en una medida similar con los dos
tratamientos durante la hipoxia. Sin embargo, con la estabilidad quimica relativa del anién nitrito en comparacién con
el gas NO, hubo una vasodilatacién sostenida de mas de 60 minutos (la duracién de la exposicién hipdxica) después
de interrumpir la inhalacién de nitrito, mientras que la terminacién de la administracién de gas NO anul6 el efecto
vasodilatador en cuestion de segundos (Figura 13A, 13B). El efecto relativamente sostenido de la nebulizacién de
nitrito podria ser ventajoso terapéuticamente, permitiendo la terapia intermitente andloga al tratamiento del asma con
agonistas beta-adrenérgicos por medio de un inhalador dosificador. Se muestra el transcurso a lo largo del tiempo de
la vasodilatacién pulmonar inducida por inhalacién de nitrito y los niveles plasmdticos de nitrito (Figura 13C, 13D).
En este experimento en el que se rastrearon cambios bioquimicos durante un periodo mayor que en la Figura 10,
las concentraciones de methemoglobina (MetHb) aumentaron desde 2,1 + 0,1% en el punto basal hasta 2,8 + 0,2%
después de la nebulizacion de nitrito (P<0,05).

Discusion

Un descubrimiento importante de este ejemplo es que un breve periodo de inhalacién de solucién nebulizada de
nitrito sédico produce una vasodilatacién pulmonar rapida y selectiva durante la hipertensién pulmonar inducida por
hipoxia en corderos recién nacidos. La reduccion significativa en presion de la arteria pulmonar después de la nebuliza-
cién de nitrito se mantuvo cuando la hipoxia se continué durante mas de una hora después de terminar la nebulizacién
de nitrito. En ninguno de los experimentos la inhalacién de nitrito produjo hipotension sistémica, y la elevacion de la
methemoglobina fue minima. Desde un punto de vista mecdanico, la administracién de nitrito estaba asociada con la
produccién de NO, medida por el gas NO exhalado y la hemoglobina modificada con NO, con respuestas en proporcion
a los niveles de desaturacién de hemoglobina-oxigeno y reducciones en el pH sanguineo. Estos datos confirman el pa-
radigma de que el nitrito es un vasodilatador dependiente de NO cuya bioactivacion estd acoplada a la desoxigenacion
y protonacién de la hemoglobina.

La inhalacién de NO es el tratamiento estandar actual de la hipertensién pulmonar. La Figura 13 proporciona una
comparacion de los efectos del gas NO a 20 ppm con los del nitrito aerosolizado. En aproximadamente 5 minutos, el
gas NO anulaba eficazmente aproximadamente un 80% de la hipertension pulmonar inducida por hipoxia, un efecto
que tenfa corta duracion pero que podia reproducirse cuando se administraba de nuevo 20 minutos después. El nitrito
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sddico aerosolizado eliminaba aproximadamente un 60% de la hipertensién pulmonar inducida por hipoxia. Esta
respuesta se observaba consecuentemente en cada uno de los corderos estudiados y persistia a lo largo del periodo
de una hora de hipoxia que se mantenia después de interrumpir la administracién del aerosol de nitrito. Los cambios
en el flujo sanguineo pulmonar iban acompafiados de cambios correspondientes en la resistencia calculada al flujo
sanguineo a través de los pulmones, indicando que los cambios se realizaban en el sistema vascular pulmonar en lugar
de secundariamente a los cambios en el gasto cardiaco o los efectos sistémicos que podrian haber alterado las presiones
de perfusion.

Los presentes solicitantes demuestran en el presente documento que el nitrito aerosolizado es un agente productor
de NO en corderos recién nacidos que puede administrarse facilmente por nebulizacién y parece presentar un amplio
margen terapéutico-de seguridad, con cambios limitados en la hemodindmica sistémica y una produccién de methe-
moglobina también limitada. Esto presenta una opcién terapéutica atractiva al NO inhalado. El nitrito es un agente
“productor de NO” ideal ya que 1) es un compuesto natural presente en la sangre, en el fluido de revestimiento al-
veolar y en los tejidos, 2) no tiene ningtin grupo saliente de compuesto parental, tal como los diolatos de diazonio,
que requiera un estudio toxicoldgico de consideracion antes de la traduccién a la enfermedad humana y 3) ya se ha
aprobado para uso humano en kits de antidotos de cianuro. Estas ventajas deben sopesarse con los posibles proble-
mas que podrian producirse con la administracién mds prolongada, incluyendo la acumulacién alveolar de nitrito, la
vasodilatacion sistémica y el desarrollo de methemoglobinemia.

En conclusién, los datos presentados en este ejemplo sugieren que el nitrito inhalado es un vasodilatador potente
y selectivo de la circulacién pulmonar del cordero recién nacido y confirman adicionalmente el paradigma de que el
nitrito, y en particular sales de nitrito tales como el nitrito sédico, es un vasodilatador dependiente de NO cuya bioacti-
vacion estd acoplada a la desoxigenacién y protonacién de la hemoglobina. En ninguno de los estudios de los presentes
solicitantes el nitrito inhalado produjo hipotension sistémica o una elevacion de los niveles de methemoglobina.

Ejemplo 4

Uso de infusiones de nitrito para la prevencion del vasoespasmo de las arterias cerebrales después de una hemorragia
subaracnoidea

Este ejemplo describe un método para usar la infusién de nitrito para prevenir el vasoespasmo de las arterias
cerebrales después de una hemorragia intracraneal.

La hemorragia subaracnoidea (SAH) debida a una ruptura de aneurismas intracraneales afecta a 28.000 ame-
ricanos al afio. Casi el 70% de los pacientes con SAH aneurismadtica desarrollan espasmos severos de las arterias
cerebrales el séptimo dia después de la SAH. A pesar de la terapia médica agresiva, los déficits neurolégicos resul-
tantes del vasoespasmo siguen siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad. Aunque se sabe poco sobre
la etiologia del vasoespasmo cerebral, cada vez hay mas pruebas de que la hemdlisis de los eritrocitos en el liquido
cefalorraquideo y la reduccién de la disponibilidad de 6xido nitrico (NO), un vasodilatador potente, participan de for-
ma significativa. La inversion del vasoespasmo por NO o profirmacos de NO se ha documentado en varios modelos
animales.

A pesar del medio siglo de investigacion y de los ensayos clinicos, el vasoespasmo cerebral retardado (DCV) sigue
siendo la causa individual de déficits neurolégicos permanentes o de muerte en al menos un quince por ciento de los
pacientes después de un tratamiento quirdrgico o endovascular por lo demds satisfactorio de la ruptura de aneurismas
intracraneales. La reduccién de la biodisponibilidad del éxido nitrico (NO) se ha asociado mecanicamente con el
desarrollo del DCV. Este trabajo se realizé para determinar si las infusiones de nitrito, un anién natural que reacciona
con la desoxihemoglobina para formar NO y S-nitrosotiol, podrian prevenir el DCV a través de reacciones con la
hemoglobina perivascular.

Meétodos

El dia 0 del estudio se puso un codgulo sanguineo arterial autélogo en los alrededores de la arteria cerebral media
derecha (R MCA) de 14 monos Cynomolgus anestesiados. Se infundié por via intravenosa solucién de nitrito sédico
(NaNO,, 135 mg/dia y 180 mg/dia, que se aproxima a 45 mg/kg y 60 mg/kg por dia) en solucién salina al 0,9% (n =
6) o solucidn salina sola (n = 8), durante 14 dias en animales despiertos a través de una bomba de infusién MiniMed
ambulatoria, a 2 ul/minuto. Se realiz6 un arteriograma cerebral antes de la colocacién del codgulo y en los dias 7 y
14 para evaluar el DCV. El vasoespasmo arteriogrifico se definié como una reduccién del 25% o mayor en los 14
mm proximales del drea de la R MCA medida en la proyeccién AP del arteriograma cerebral (evaluacién con disefio
ciego). Desde el dia 0 se midi6 la presion sanguinea arterial media y se recogieron muestras de sangre diariamente;
las muestras de liquido cefalorraquideo se recogieron los dias 0, 7 y 14).

Resultados
En los animales de control, los niveles de nitrito en el liquido cefalorraquideo se redujeron de 3,1 + 1,5 uM a

0,4 +£0,1 uM alos 7 dias y 0,4 + 0,4 uM a los 14 dias (Figura 14), y los 8 animales desarrollaron un vasoespasmo
significativo de la R MCA (Figuras 15 y 16), complicado por ictus y muerte en un animal.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2294 543 T3

Las infusiones de nitrito se asociaron con aumentos en las concentraciones en el liquido cefalorraquideo y plasma
de nitrito y methemoglobina sanguinea sin hipotension sistémica (Figura 14), y redujeron significativamente la grave-
dad del vasoespasmo (Figuras 15 y 16; ningtin animal desarrollo un vasoespasmo significativo; la reduccién media en
el drea de la R MCA el dia 7 después de la SAH fue del 8 + 9% frente al 45 + 5%; P<0,01). Los efectos farmacoldgi-
cos de la infusién de nitrito se asociaron con una bioconversion del nitrito del liquido cefalorraquideo en S-nitrosotiol,
un potente donador de NO vasodilatador intermedio en la bioactivacién del nitrito. No hubo ninguna prueba clinica o
patoldgica de toxicidad del nitrito.

Conclusiones

Las infusiones subagudas de nitrito sédico previenen el DCV en un modelo de primate de SAH y lo hacen sin toxi-
cidad. Estos datos muestran una terapia nueva, segura, barata y disefiada racionalmente para el DCV, una enfermedad
para la que actualmente no existe ninguna terapia preventiva.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de nitrito sédico no acidificado en la preparacion de un medicamento para tratar o mejorar una afeccién
seleccionada entre:

(a) lesién por isquemia-reperfusion cerebral, cardiaca o hepatica;
(b) hipertension pulmonar; o
(c) vasoespasmo en las arterias cerebrales,
en un sujeto, mediante la reduccion de la presion sanguinea y/o un aumento de la vasodilatacion en el sujeto.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho medicamento es para el tratamiento o mejora de una lesién
por isquemia-reperfusion cerebral, cardiaca o hepatica.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 2, donde dicho medicamento es para la administracion intravenosa.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacién 2 6 3, donde dicho nitrito sédico es para la administracién a una concen-
tracion circulante de aproximadamente 0,6 a 240 uM.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho medicamento es para el tratamiento o mejora de la hiper-
tension pulmonar.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacién 5, donde la hipertensiéon pulmonar es la hipertensién pulmonar neonatal.
7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 5 6 6, donde dicho medicamento es para la administracién por inhalacién.
8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7, donde dicho nitrito sddico esta nebulizado.

9. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde dicho nitrito sddico es para la administracién
a una velocidad de 270 ymol/minuto.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho medicamento es para el tratamiento o mejora de un
vasoespasmo de arterias cerebrales.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacién 10, donde dicho medicamento es para la administracién intravenosa.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacién 10 6 11, donde dicho nitrito sédico es para la administracién en una
proporcién de aproximadamente 45 a 60 mg/kg.

13. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-12, donde el nitrito sédico es para la administracién
en combinacién con al menos un agente adicional.

14. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-13, donde el sujeto es un mamifero.

15. Uso de acuerdo con la reivindicacién 14, donde el sujeto es un ser humano.
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Cambio et .30+
FAP media %)

40

i
159

10~
Cambio an
NO exhalado {ppb} 5]

Cambioan
hierro-nitrosit B
hemoglobing (WM por

quimisluminiscencia "

i

Cambic en
Risrro-nitrosit &
hemoglobing {iM] por

#

ES 2294 543 T3

Nebuollzacién de

nittite

Tromboxsns

el iy
Hipoxia

SO ——
Nebulizacién de nitrite

Hi;saxia

Figura12B
3
SealdeNO 2
{mv} l
! A ”!p:ka lronwboxanolr‘b:ﬁ?:l:no '
Basat Basal
M ¥ g . Y 1
e 1 4 6 8 10
H ; Tiempo {(min
Figura 12C o0 po {min)

intensidad de

la senal
-1
<2000
3200 3250 3300 3350 3400 3450
Camgo Magnético (Gauss)
Figura 12D
<38 4 s
40 1
a
Cambio da PAP b L
media (%) <0 2 ®
g
204 3
Y
100 y - Py ]
bR} 2 13 74 5 T
pH

55



ES 2294 543 T3

{qdd) opejeuyxa oN

] ol s 0
4 -y 5 “N
® s®
* ' hd - V_@C\l..l.u.n»n..uvﬂ‘n”“.—“
® o ...e:\il" Loz o19p ugisaig
. of
e
w. agL
- panBiyg
{unw) odwat g,
o o0 03 oL 0 o
X, X XL ;4 A 3
epadi T, | "

3 Ly (o)
ewiseyd
L0710 GIUUN

844

. |, ast
ORI Bp einbi4
WoIIR TR
tpeAIgaY 2] op sendsoag o5
Loy

{%) v1paw
dvd op olques
1

Vel

Ll
einbiy

(unn) odwai )

ol Q9 0t

12

eixodiH

i
e

ap uoiRzZIgEY

¢ 05 0 ©f 92 0) O bl 0P Of

{uwiw) odwair}

ro

es
s {5
%t euope tgg
[0St
- 002
- &
b §

'Y (o) gH e

bses | Bsuug)
0IBIPIRD BISED
=1

0

{qdd)
M6 apereuxs ON
e 2

23
it
"2 {oHww)
e PIpoW
o, IELIOUE UGISEIG
ol 49
o
{54 W

" Seuowing eueuy
oy ap ugISaly
L o3

g¢L emnbiy

eixodiy

[P

<\

4

opeyeuur o

e

o

B

0T
000

{uoy)
jeuaue 04

(%) aH 181

{Bwunag)
OOBIDIRD OISEE)

(qd0)
opelryxs ON

{oH ww)
prpoL
{EHIaLE UGISasd

{om )
Jeuowing elay
Bl oD UOISA o

vl einbidg

56



ES 2294 543 T3

Figura 14
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Figura 16
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