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DESCRIPCION

Método para aumentar la concentracion de 6xido nitrico en la sangre.
La presente invencion se refiere a un método para aumentar la concentracion de 6xido nitrico en la sangre.

Las plaquetas son los elementos formes mas pequefios de la sangre. Cada milimetro cubico de sangre contiene
aproximadamente 250 millones de plaquetas, comparado con unos pocos millares solamente de glébulos blancos. Un
ser humano adulto medio tiene aproximadamente un trillén de plaquetas en la sangre. Las plaquetas no son células
sino fragmentos de las células gigantes de la medula ésea que reciben el nombre de megacariocitos. Cuando un
megacariocito madura, su citoplasma se divide formando varios millares de plaquetas. Las plaquetas carecen de ADN
y tienen poca aptitud para sintetizar proteinas. Cuando se liberan en la sangre, circulan y mueren en aproximadamente
10 dias. No obstante, las plaquetas si que poseen un metabolismo activo para cubrir sus necesidades energéticas.

Debido a que las plaquetas contienen una cantidad generosa de proteina contrictil (actomiosina), tienen tendencia
a contraerse como lo hacen los musculos. Este fendémeno explica la contraccién de un codgulo de sangre fresca al cabo
de unos pocos minutos. La contraccién juega un papel en la formacién de un tapén hemostitico cuando se corta un
vaso sanguineo. La funcién principal de las plaquetas es formar codgulos de sangre. Cuando se produce una herida,
las plaquetas son atraidas al lugar donde activan una sustancia (trombina) que comienza el proceso de coagulacion.
La trombina, ademds de convertir el fibrindgeno en fibrina, también hace que las plaquetas sean pegajosas. Por consi-
guiente, cuando se expone al coldgeno y a la trombina, las plaquetas se juntan para formar un tampdn en el orificio de
un vaso sanguineo herido.

Las plaquetas no solamente tienden a pegarse entre si, sino que también lo hacen a las paredes de los vasos sangui-
neos. Debido a que promueven la coagulacién, las plaquetas desempeifian un papel clave en la formacién de trombos.
Las consecuencias peligrosas de los trombos son evidentes en muchos trastornos cardiovasculares y cerebrovasculares.

La funcidn precisa de las plaquetas de la sangre en diversas patologias humanas se va entendiendo ahora cada vez
mads, a medida que se producen avances en bioquimica que permiten entender mejor las etiologias de las enfermedades.

Por ejemplo, se han realizado muchos intentos para explicar el proceso de la aterogénesis, es decir, la creacién de
placas que estrechan las arterias y, algo que es particularmente importante, las arterias coronarias. Recientemente, se
ve teniendo un interés cada vez mayor por el posible papel de las plaquetas en la aterosclerosis.

En este sentido, se ha comprobado que el 6xido nitrico (NO) en la sangre inhibe la coagulacién sanguinea al evitar
que se junten las plaquetas de la sangre. Véase por ejemplo Zinder et al., “Biological Roles of Nitric Oxide” (Funciones
biolégicas del 6xido nitrico) Scientific American, mayo de 1992, paginas 68-77, cuya descripcién se incorpora aqui a
modo de referencia.

Al explorar el papel biolégico preciso del 6xido nitrico, se ha visto que el 6xido nitrico sirve de molécula mensajera
importante en el cerebro y en otras partes del cuerpo, gobernando diversas funciones bioldgicas. En los vasos sangui-
neos, el principal factor relajante derivado del endotelio (EDRF) es el 6xido nitrico, que estimula la vasodilatacién. El
oxido nitrico también inhibe la agregacién de plaquetas y es parcialmente responsable de las acciones citotoxicas de
los macréfagos.

En el cerebro, el 6xido nitrico media las acciones del glutamato neurotransmisor excitatorio, estimulando concen-
traciones de GMP ciclicas. Unos estudios inmuno - histoquimicos han localizado la 6xido nitrico sintasa (NOS) en
poblaciones neuronales particulares del cerebro y la periferia.

Unos inhibidores de 6xido nitrico sintasa bloquean la relajacion fisiolgica del intestino inducida por estimulacion
neuronal, lo cual indica que el 6xido nitrico tiene las propiedades de un neurotransmisor. En este sentido, el 6xido
nitrico parece ser un nuevo tipo de mensajero adicional, ya que, a diferencia de los neurotransmisores convencionales,
el 6xido nitro no se almacena en vesiculas sindpticas y no actdia sobre las proteinas receptoras tipicas de membranas
sindpticas. Una de las funciones del 6xido nitrico puede ser la de proteger las neuronas de agresiones isquémicas y
neurotéxicas. Véase, Bredt et al., “Cloned and Expressed Nitric Oxide Synthasa Structurally Resembles Cytochrome
P-450 Reductasa”, (La 6xido nitrico sintasa donada y expresada se asemeja estructuralmente al citocromo P-450
reductasa), Nature Vol. 351, junio de 1991, paginas 714-718.

El documento DE-A- 1068428 describe un método y un dispositivo para la preparacién de sangre oxigenada.

Por consiguiente, ademads de las enfermedades asociadas a la agrupacion de plaquetas, se cree en la actualidad que
algunos estados patoldgicos que se dan en los seres humanos estdn asociados con niveles inadecuados de 6xido nitrico
en la sangre. Estas condiciones asociadas al 6xido nitrico pueden ser: la presion arterial elevada, estados neuroldgicos
como la depresion, tumores, infecciones bacterianas o por hongos o impotencia.

La invencion se refiere a la utilizacién de una cantidad de sangre para la fabricacion de un medicamento como el
que se define en la reivindicacién 1.

De preferencia, el gas ozono tiene una concentracion de 0,5 ug/ml a 100 ug/ml aproximadamente en la sangre.
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La radiacién ultravioleta tiene, ventajosamente, una longitud de onda de aproximadamente 253.7 nm.

La sangre se mantiene, de preferencia, a una temperatura de 0°C a 56°C aproximadamente, mientras entra en
contacto con el gas ozono y la radiacién ultravioleta. La temperatura preferida es de 37°C a 43°C y todavia mejor, de
42.5°C.

La cantidad de sangre tratada puede oscilar entre 0,01 ml y 400 ml y de preferencia es de 10 ml, y la sangre se pone
en contacto con el gas ozono y con radiacién ultravioleta, de preferencia durante un periodo aproximado de 3 minutos.

La sangre puede ser sangre humana.

El medicamento puede ser para el tratamiento de la presion arterial elevada, depresion, tumores, infeccién bacte-
riana, infeccién por hongos o infeccién viral.

La invencion se describira ahora de forma mas detallada.

Los ejemplos 1 y 2 siguientes muestran que la acumulacion de plaquetas de la sangre solo se puede inhibir si se trata
la sangre con una combinacién de gas ozono y radiacién ultravioleta (UV). El tratamiento de la sangre tnicamente
con gas ozono produce una inhibicién minima de la acumulacién de las plaquetas de la sangre. El tratamiento de
la sangre dnicamente con luz ultravioleta no produce ninguna inhibicién de la acumulacién de plaquetas. Ademas,
los ejemplos 3 y 4 muestran que la inhibicién de la acumulacion de plaquetas se produce a través de un mecanismo
mediado por el 6xido nitrico y que el tratamiento de la sangre con luz ultravioleta y ozono segin la invencién, aumenta
las concentraciones de 6xido nitrico en la sangre.

El tratamiento combinado con gas ozono y luz ultravioleta, como se ha podido comprobar por lo tanto de forma in-
esperada, produce un notable incremento en la concentracién de 6xido nitrico en la sangre, que puede resultar ttil en el
tratamiento de toda una serie de trastornos que se benefician por el aumento de los niveles de 6xido nitrico en la sangre.

El gas ozono se puede aportar a partir de un agente convencional, conocido en el estado de la técnica, como un
ozonizador. El gas ozono utilizado en relacién con el método de la invencién tiene una concentraciéon de ozono de
aproximadamente 0,5 a 100 ug/ml. De preferencia, el gas ozono tiene una concentracién de aproximadamente entre
5 a 50 pg/ml. El gas ozono se aporta de preferencia a la sangre utilizando un vehiculador de oxigeno médico, y se
pone de preferencia en contacto con la sangre, utilizando métodos conocidos en el estado de la técnica, de preferencia
haciendo pasar por burbujeo la mezcla de ozono/oxigeno a través de la muestra de sangre.

La radiacion ultravioleta se puede aportar de cualquier fuente convencional conocida en el estado de la técnica,
por ejemplo con una pluralidad de ldmparas ultravioletas de baja presion. La invencién utiliza de preferencia una
fuente de UV-C standard de radiacion ultravioleta. Se utiliza de preferencia lamparas ultravioletas de baja presion que
generan un espectro lineal donde por lo menos un 90% aproximadamente de la radiacién tiene una longitud de onda de
aproximadamente 253,7 nm. Se cree que la radiacién ultravioleta con longitudes de onda de emisién correspondientes
a las fuentes standard UV-A y UV-B también darian resultados aceptables.

La sangre que se va a tratar con UV/ozono se calienta de preferencia hasta una temperatura de aproximadamente
0 a 56°C, mientras se pone en contacto con el gas ozono y la radiacidn ultravioleta. Se puede utilizar cualquier fuente
adecuada de calor conocida en el estado de la técnica para calentar la sangre, de preferencia una o mas ldmparas in-
frarrojas. La sangre se puede calentar hasta aproximadamente 37-43°C, de preferencia aproximadamente hasta 42,5°C
antes de ponerse en contacto con el gas ozono y la radiacién ultravioleta. De preferencia, la temperatura de la sangre
se mantiene entonces a aproximadamente 42,5°C durante el tratamiento con UV/ozono.

Alternativamente, la muestra de sangre se calienta mientras se somete a radiacion UV, hasta que la sangre alcanza
una temperatura predeterminada (de preferencia en torno a 42,5°C), en cuyo momento se empieza el burbujeo del gas
ozono a través de la sangre. El tratamiento simultdneo UV/ozono se mantiene entonces durante un periodo de tiempo
predeterminado, de preferencia unos 3 minutos.

Otro método alternativo supone someter la sangre a UV/ozono mientras se calienta la sangre hasta una temperatura
predeterminada (de preferencia en torno a 42,5°C) y luego se termina el tratamiento una vez que se ha alcanzado la
temperatura predeterminada o se sigue el tratamiento UV/ozono durante otro periodo de tiempo, de preferencia, unos
3 minutos.

El calentar la sangre hasta aproximadamente 42,5°C con las ldmparas infrarrojas, método utilizado de preferencia
en la invencién, necesita, segin se ha visto, de un minuto, cincuenta segundos a aproximadamente dos minutos, 10
segundos.

Se entenderd que la procedencia de la sangre tratada segin la invencidn puede ser exterior como por ejemplo la
de un donante de sangre compatible, Se trata con UV/ozono y se administra luego a un paciente. Alternativamente y
de preferencia, la sangre que se va a tratar se puede extraer de un paciente humano, como una cantidad, tratada con
UV/ozono, y luego volverla a administrar al paciente del que se ha extraido dicha sangre. La totalidad o parte de la
sangre extraida del paciente se podr4 tratar y volver a administrar al paciente.
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En general, se puede tratar segin la invencién de 0,01 a 400 ml de sangre aproximadamente. De preferencia, dichas
cantidades oscilan entre aproximadamente 0,1 y 200 ml y todavia mejor entre 1 y 50 ml de sangre. El método preferido
supone tratar uno 10 ml de sangre con gas ozono y radiacidn ultravioleta, y luego administrar (o volver a administrar)
la sangre tratada al paciente por inyeccién intramuscular.

Se pueden utilizar otras técnicas convencionales conocidas en el estado de la técnica para la administracion de san-
gre, tales como la inyeccion inter arterial, inyeccion intravenosa, inyeccion subcutdnea e inyeccion intraperitoneal. La
administracién de pequeiios volimenes de sangre del huésped indicada recibe el nombre de micro - auto - hemoterapia.

La invencion se puede utilizar en una realizacién en la que se extrae de forma continua sangre del cuerpo de un
paciente y se hace circular a través de un aparato que trata la sangre con gas ozono y luz ultravioleta, en la forma
descrita anteriormente, antes de devolver la sangre al paciente. Este procedimiento resultaria particularmente til por
ejemplo mientras se realizan intervenciones quirdrgicas como por ejemplo cirugia coronaria de bypass.

La sangre se pone en contacto con el gas ozono y la radiacién ultravioleta durante un periodo de tiempo suficiente
para incrementar de forma eficaz la concentracién de 6xido nitrico en la sangre del paciente. Se ha visto que un
periodo de tratamiento de aproximadamente unos pocos segundos a 60 minutos, de preferencia de unos 0,5 minutos a
10 minutos y todavia mejor en torno a 3 minutos tiene como resultado un incremento de los niveles de 6xido nitrico
en la sangre. La sangre se mantiene de preferencia a una temperatura de aproximadamente 42,5°C durante el periodo
de tratamiento de 3 minutos.

El método se realizard en condiciones estériles, conocidas en el estado de la técnica. El método de la invencidn se
puede realizar utilizando un aparato convencional para ozonar la sangre e irradiar la misma con radiacién ultravioleta
conocida por los expertos en la materia. De preferencia, se utiliza un aparado similar al descrito en la patente US n°.
4.968.483 para realizar el método de la invencién.

Los expertos en la materia comprobardn que el método para aumentar la concentracién de 6xido nitrico en la
sangre presentado por la invencién tendrd una utilidad terapéutica para el tratamiento de una amplia gama de estados
patolégicos que pueden verse beneficiados al incrementar los niveles de 6xido nitrico en la sangre.

El término “tratamiento” tal como se utiliza aqui se refiere a la mitigacién o prevencién de unos trastornos parti-
cular. En el caso de condiciones traumadticas como ictus, se prefiere obviamente el tratamiento preventivo. Asimismo,
aunque el término “humano” se utiliza para describir el huésped preferido, los expertos en la materia podrdn ver que
los métodos de la invencién presentan una utilidad similar con otros mamiferos.

Los siguientes estados patoldgicos son ilustrativos de los estados conocidos que se pueden tratar potencialmen-
te: presion arterial elevada, condiciones neuroldgicas como la depresidn; tumores, infecciones bacterianas, virales,
protozoarias y micdéticas; e impotencia. Esta relacion es meramente ilustrativa, y los expertos en la materia podran
comprobar que se pueden tratar con la técnica de la invencién otros estados patoldgicos que se ven beneficiados al
aumentar la concentracion de 4dcido nitrico en la sangre.

Se piensa que la vasculopatia periférica estd asociada con una reduccién del factor de relajacién derivado del
endotelio (EDRF), y que unos niveles bajos de dicho factor conducen a una contraccién del miisculo liso de los vasos
sanguineos y por consiguiente a una reduccién del didmetro de la luz del vaso y a una reduccién del flujo sanguineo.
El EDRF mads importante que se presenta de forma natural es el 6xido nitrico. Ademas, el 6xido nitrico estabiliza las
plaquetas de la sangre reduciendo su acumulacién. Por consiguiente todo incremento en los niveles de EDRF (6xido
nitrico) tiene un doble efecto beneficioso sobre el sistema circulatorio: inhibe la acumulacién de plaquetas haciendo
que la sangre sea mds fluida y amplia el didmetro de los vasos, mejorando la circulacién. Por el contrario, una reduccién
en los niveles de 6xido nitrico puede darse en vasculopatias periféricas y en los demds estados descritos anteriormente
que se puede beneficiar por el aumento de la concentracion de 6xido nitrico en la sangre.

Tal como se ilustra en los ejemplos siguientes, se cree que el método aumenta los niveles de 6xido nitrico en la
sangre, lo cual puede explicar la forma de actuar en el tratamiento de la invencién de vasculopatia periférica y otros
estados patolégicos asociados con la acumulacion de plaquetas de la sangre y deficiencia de 6xido nitrico.

Los ejemplos siguientes se dan para ilustrar la invencién y no se consideran como limitacién de la misma.
Ejemplo 1
Inhibicion de la acumulacion de plaquetas en la sangre

El siguiente experimento se realizé para estudiar los efectos del tratamiento con ozono/luz ultravioleta sobre la
actividad de las plaquetas en la sangre.

Procedimiento experimental

Se tomaron muestras (20 ml) de sangre periférica de 10 individuos para 13 experimentos separados. Cada muestra
se dividi6 en dos partes. La primera parte se traté segin la técnica de la invencidn, en la forma indicada a continuacién:
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La porcion de 10 ml se traté in vitro durante 3 minutos con gas ozono (concentracion variable de ozono de 5-50
pg/ml) y luz ultravioleta (253,7 nm) a una temperatura de 42,5°C. Para realizar el tratamiento de la muestra de sangre
se utiliz6 un aparato como el que se describe en la patente US 4.968.483.

La segunda porcién de 10 ml de cada muestra sirvié de control no tratado.

Se aislaron plaquetas de las muestras de control o de las muestras tratadas por centrifugacién y se midié en un
agregémetro la capacidad de acumulacién en respuesta a concentraciones diferentes de ADP (un estimulador natural
de plaquetas). Se utiliz6 una muestra de sangre tratada con ozono y no tratada para la cuantificacién del nimero de
plaquetas utilizando un contador Coulter. En algunos de los experimentos descritos a continuacion, las porciones de
sangre se trataron con concentraciones diferentes de ozono. En otros experimentos que se realizaron, la sangre se tratd
en presencia y ausencia de radiacion por luz UV.

La acumulacién de plaquetas en la sangre tratada con ozono se expresé en forma de porcentaje de acumulacion en
la sangre de control no tratada de la misma persona.

Resultados

Tal como se muestra en el cuadro 1, los resultados de los experimentos indican que el tratamiento de la sangre
con ozono y con luz ultravioleta segtin la invencién inhibe la acumulacién de plaquetas en la sangre. Ademads, existen
indicios de que esta inhibicion estd relacionada en cuanto a dosis con la concentracién de ozono (véase cuadro 2).

Efecto de niveles elevados de ozono en las plaquetas de la sangre estimuladas por ADP

Unos niveles elevados de ozono (entre 35 y 50 pg/ml) produjeron una inhibicién medible de la acumulacién de
plaquetas inducidas por ADP (tomada arbitrariamente como inhibicién al 33,3%) en 11 e los 13 experimentos (8 de
los 10 individuos). Tomando todos los datos de los 10 individuos, la inhibicién media de acumulacién de plaquetas fue
de 49,2 +/- 27,8% (media +/- sd). No existia ninguna diferencia significativa entre los efectos inhibitorios en sangre
tomada de machos y hembras (inhibicién media 4,81% y 50,7% respectivamente).

Esta inhibicién parece estar relacionada con la concentracion de ADP (estimulador de acumulacién) en toda la
gama de concentracién de 0,01-0,1 mM ADP, con un inhibicién menor a concentraciones elevadas de agonista de
plaqueta. No obstante, esta relacién no se mantuvo a concentraciones de ADP mds (cuadro 1) y podia ser falsa, aunque
el nivel de inhibicién a 0,01 nM ADP es notablemente superior al de 0,1 mM ADP (71% frente a 95%, p < 0,02).

CUADRO 1
Efecto de altos niveles de ozono en la acumulacion de plaquetas en sangre humana en presencia de concentraciones
variables de ADP
Fecha concentracion concentracion Porcentaje recuento plaquetas
(individuo) de ozono de ADP inhibicién de antes de ozono  después de ozono
(ug/mi) (nM) acumulacién
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A continuacién se da un resumen de los datos que figuran en el cuadro 1:

ADP nM 0,01 0,05 0,70 0,50 1,00 5,00 10,0

Porcentaje 70,8 53,6° 34,7 376 50,3 60,7 60,7
Inhibicién de

Acumulacion +/-20,9 +/-26,1 +/-284 +/-38,4 +/-28,7 +/-352 +/-30,4
N= 6 6 8 7 7 4 4

Efecto de altos niveles de ozono en los recuentos totales de plaqueta de sangre de completa

Como toda reduccién aparente de la acumulacién de plaquetas tras el tratamiento con ozono de sangre completa
podria ser causado por una pérdida de plaquetas de la sangre durante el tratamiento, se realizaron recuentos de plaque-
tas de sangre completa en las muestras de sangre completa tratadas y no tratadas en 9 experimentos con sangre de 8
individuos. Globalmente, el recuento de plaquetas fue de 115,5 +/- 59,8% del nivel no tratado tras la ozonizacién (82-
264%).

Por consiguiente los recuentos totales de plaquetas antes y después del tratamiento con ozono/UV no indican una
pérdida importante de plaquetas de la sangre como resultado de la ozonizacién.

Efecto de diferentes concentraciones de ozono en la inhibicion de la acumulacion de plaquetas en sangre humana
estimulada con ADP

Se utilizaron tres concentraciones diferentes de ozono (5, 25 y 50 ug/ml) dentro una gama de concentraciones s de
ADP en cuatro experimentos sobre cuanto individuos diferentes. Reuniendo los datos para concentraciones de 0zono
diferentes de cada individuo y calculando la media de los datos de los cuatro experimentos se comprobd que existia
cierta relacion de respuesta a la dosis entre la concentracion de ozono utilizada y la inhibicién de acumulacién de
plaquetas (véase Cuadro 2).

Aunque globalmente estas diferencias no eran significativas, en dos de los cuatro individuos habia un efecto inhi-
bitorio notablemente mayor del ozono a 50 pg/ml que a 5 ug/ml (véase cuadro 3).

(Cuadro pasa a pdgina siguiente)
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CUADRO 2

Efecto de concentraciones diferentes de ozono en la inhibicion de plaquetas en la presencia de ADP

Fecha concentracion concentracion Porcentaje recuento plaquetas
(individuo) de ozono de ADP inhibicion de antes de ozono después de ozono
(ug/ml) (nM) acumulacion
3.129 18 0.1 273
M2) . 2 0.1 100
5 0S5 0
23 0.5
50 0s 62.1
5 1.0 0
25 1.0 285
50 1.0 511
5 50 0
25 5.0 25.0
50 50 50.0
s 30.0 50.0
25 36.0 6.0
so 30.0 £3.1
9.01.92 s 0.01 20.1 M 43
oM6) 25 0.01 2.9 45
50 0.01 342 40
5 0.05 0
25 0.05 53
so 0.05 31.0
] 0.1 9.8
s 0.1 1.4
50 0.1 9.3
5 0.5 0
25 0s )
50 0s 15.4
5 1.0 2s
25 1.0 13.7
50 1.0 262
5 50 0
235 5.0 17.8
50 5.0 315
10.01.92 5 0.001 571 49 n
(F3) as 0.001 £5.7 90
50 0.001 71.4 64
] 0.005 378
as 0.005 80.0
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0.005

Q.01
0.01
0.01

0.8
0.05
0.05
0.1

0.1
ot

05
0.5
1.0

x‘o
1.0

0.005
0.005
8.005

0.0t
0.0t
0.0t
0.05

0.05
0.05

0.1

0.5
05
1.0
1.0
50
50
50
10.0

10.0
10.0

3715
66.4
69.3

4.9
66.9
33.2

29.3
61.0
3.2

39;‘
545
101

2.8

52.9
21.8

100
100
100

100
875
100

842
97.1
952

9.4

8.3
95.8
95'8

8.2
89.5
.8

B2
917
95.3

35.3
80.0
80.0

A continuacién se recogen los datos que figuran en el Cuadro 2.

Concentracion de ozono (ug/ml)

5

43

25 50

Acumulacion de plaquetas (%)

(media +/- sd, n=4)

38,5 +/-309

56,5 +/-29,4 559 +/-26,4
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CUADRO 3

Efecto de concentraciones diferentes de ozono en la inhibicion de la acumulacion de plaquetas en dos individuos

Concentracién de ozono (ug/ml) 5 25 50
Acumulacién de plaquetas M2 (%) 155+/-202 539+/-300 656+/-144
Diferencia respecto de 5 ug/mi ns p <0,01
Acumulacion de plaquetas M6(%) 8,7+-96 112+/-102 24,7 +/-90
Diferencia respecto de 5 ug/ml ns p <0,02

ns= no significativo

Efecto de la luz UV en la respuesta de plaquetas al ozono

El efecto del ozono en la acumulacién de plaquetas de la sangre humana fue objeto de investigacién con con-
centraciones diferentes de ADP, en presencia o ausencia de luz UV. Los resultados, que se muestran en el cuadro 4,
indican que, aunque puede existir alguna respuesta inhibitoria-acumulacién de plaquetas al ozono solamente, ésta es
casi siempre mayor en presencia de luz UV y el efecto de la luz UV ha sido altamente significativo (p<0,001) en este
experimento Unico. Este resultado también se repitié en el segundo experimento utilizando una sola concentracién de
ADP (0,01 mM). Los resultados de este segundo experimento se exponen en el cuadro 5.

CUADRO 4

Efecto de la luz UV en la inhibicion de la acumulacion de plaquetas inducida por ADP por ozono a una
concentracion de 40 ug/ml (Fecha del experimento 15.01.92, individuo F1).

Concentracion ADP (mM) Inhibicién de acumulacién de plaquetas (%)
+UV -Uv

0,01 90,0 60,0

0,05 71,4 0

0,1 40,7 40,7

0,5 87,0 0

1,0 81,8 0

5,0 85,5 19,4

10,0 852 18,5

50,0 84,0 16,0

100,0 79,1 42

Media +/- sd 79,4+/-15,1 17,6+/-19,6 (p<0,001)

CUADRO 5

Efecto de la luz UV en la acumulacion de plaquetas inducida por ADP (0,01 mM) en presencia o ausencia de ozono.
(Fecha de experimento 21.01.92, individuo M2).

Porcentaje inhibicion de acumulacién de plaquetas

Ozono 35 pg/mi + UV Ozono 35 ug/ml - UV sin ozono, UV solamente

83,4% 11,2% 0%

En suma, los resultados del Ejemplo 1 indican que el tratamiento in vitro de una porcién de sangre con gas 0zono
y luz ultravioleta inhibe la acumulacién de plaquetas en la sangre. Esta inhibicidn de las plaquetas, segtin se ha podido

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 280454 T3

ver esta relacionada en cuanto a dosis con la concentracién de ozono. Ademads, se comprobd que la inhibicién de
las plaquetas depende en gran medida del tratamiento combinado de luz ultravioleta y gas ozono, segin se puede
comprobar en los Cuadros 4 y 5. El tratamiento con el gas ozono solo dio como resultado una inhibicién minima de
la acumulacidn de plaquetas mientras que el tratamiento con luz ultravioleta solamente no produjo ninguna inhibicién
de la acumulacién de plaquetas.

Ejemplo 2
Medida del oxido nitrico

Para aclarar el mecanismo por el que la ozonizacién/luz UV influye en la acumulacién de plaquetas en sangre
tratada, se midi6 la concentracion de ciertas formas oxidadas de nitrégeno.

Resulta dificil realizar la medida directa de 6xido nitrico. Si embargo, el 6xido nitrico es un intermedio en una via
de conduccién metabdlica donde la arginina se convierte en citrulina. Otros productos finales estables son los nitratos
y los nitritos.

Por consiguiente, se determiné indirectamente el contenido de 6xido nitrico para varias muestras de sangre tratada
con luz ultravioleta y gas ozono segin el ejemplo 1, midiendo las concentraciones combinadas de nitrato mds nitrito
en las muestras, antes y después del tratamiento con ozono/luz UV, tras la conversion de nitrato en nitrito.

Los resultados muestran que existe un pequefio incremento en las concentraciones de nitrato mds nitrito después del
tratamiento ilustrado. Este aumento se comprobd de forma clara en muestras tratadas con gas ozono/luz ultravioleta.
Por lo tanto, se pueden potenciar los niveles de 6xido nitrico mediante el tratamiento con gas ozono/luz UV y esto
puede formar parte del modo de actuacién que sigue la invencién para lograr una inhibicién de la acumulacién de
plaquetas en la sangre. Este efecto terapéutico seria coherente con la etiologia de vasculopatias periféricas descrita
anteriormente.

Conclusiones

Los datos de los Ejemplos 1 y 2 sugieren que el tratamiento de la sangre con gas ozono y luz ultravioleta segtin la
invencién induce realmente una inhibicién de la acumulacién de plaquetas por las siguientes razones.

1. El efecto inhibitorio depende por lo menos parcialmente de la concentraciéon de ADP, siendo el ozono mas
inhibitorio a concentraciones mas reducidas de ADP. Esto se interpretar como que las concentraciones superiores de
agonista superan en parte el efecto inhibitorio de ozono debido a la “hiperestimulacién” de las plaquetas. Este sugiere
que la inhibicién es por lo menos parcialmente reversible y probablemente no actda destruyendo la capacidad de las
plaquetas de reunirse.

2. El efecto inhibitorio parece estar relacionado en cuanto a dosis con la concentracién de ozono, donde las con-
centraciones mds elevadas de ozono dan como resultado una mayor inhibicién de la acumulacién de plaquetas.

3. El efecto inhibitorio depende de UV, lo cual sugiere que no se trata de un efecto téxico causado por la capacidad
oxidativa de gas ozono.

Ejemplo 3

Se recogié en anticoagulante citrato sédico sangre venosa (20 ml), de 13 voluntarios sanos, no fumadores, 6
mujeres y 7 hombres, de 20-50 afios. Ninguno de los voluntarios habia tomado medicacién alguna durante por lo
menos una semana antes de la investigacién. La sangre se dividié en dos partes de 10 ml. Una parte se traté con
ozono/UV como se describe a continuacion, y la otra era una muestra de control no tratada.

Tratamiento con ozono de muestras de sangre

La sangre se traté segtin la invencidn, con concentraciones diferentes de ozono utilizando un dispositivo similar
al descrito en la patente US n°. 4.968.483. Se burbujeé ozono en oxigeno médico a través de la muestra de sangre
a una velocidad de 0,3 1/min durante un periodo fijo de aproximadamente 3 minutos. La sangre se calentd hasta una
temperatura de 42,5°C y se expuso a luz ultravioleta con una longitud de onda de 253,7 nm. La concentracién de ozono
en el vehiculo de oxigeno oscilaba entre aproximadamente 5 y 50 ug/ml y se midié utilizando un monitor de ozono
(Humares, Karlsruhe, Alemania).

Estudios sobre la acumulacion de plaquetas
Se midié la acumulacién de plaquetas utilizando esencialmente el método turbidimétrico de punto final de Born.
Se prepar6 plasma rico en plaquetas (PRP) centrifugando 10 ml de sangre (sangre tratada con ozono o sangre de
control no tratada) a temperatura ambiente durante 20 minutos a 200 x g. Se diluyeron 4 de PRP afiadiendo 1,0 ml de

salino con tampén de fosfato.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 280454 T3

Se coloco el PRP diluido (0,225 ml) en una cubeta de agregémetro que contenia una pequefia barra agitadora
magnética (agregémetro modelo 1002, ADG Instruments Ltd., Codicote, Herst, R.U.) y se equilibré a 37°C. Después
de iniciar la agitacién se afiadido 0,025 ml de agonista (ADP- coldgeno o reaccién de acumulacién de plaqueta ADP -
reactivo de acumulacién de plaqueta coldgeno; ambos de Sigma Chemical Co., Poole, Dorset, R.U.) hasta las con-
centraciones finales indicadas en la seccion de resultados que se da a continuacion. Se midié el cambio maximo en
transmision de la luz. La acumulacién de plaquetas en las muestras tratadas con 0zono se expresé como porcentaje de
la acumulacién en las muestras de control para condicién experimental individual.

Se realizaron recuentos de plaquetas de la sangre en sangre completa utilizando un contador Coulter, facilitado por
el Departamento de Hematologia, Northern General Hospital, Sheffield, R.U.

Resultados

Tras el tratamiento de sangre completa con 35-50 ug/ml de ozono en oxigeno a un caudal de 0,3 I/min durante 3
minutos (masa total de ozono que reacciond: 31,5-45 mg) con exposicién a UV, se produjo un aumento aparente global
en el recuento de plaquetas, hasta 1461/57% (media +/- desviacion standard, limites 81-202%) del valor de control en
los 12 individuos investigados. Esto sugiere que, en las condiciones utilizadas en estos experimentos, el tratamiento
de sangre completa con ozono no destruye las plaquetas de la sangre. Ademds, tras la evaluacién visual no se observo
ninguna hemolisis notable en la sangre tratada comparado con las muestras de sangre de control, lo cual indicaba que
el régimen de tratamiento surtia poco efecto en la integridad de los eritrocitos. Las plaquetas de sangre tratada con 35-
50 pg/ml de ozono en la forma anterior mostraron una reduccion en capacidad de acumulacién en respuesta a ADP
(concentraciones de 0,001-100 mmol/1). La inhibicién global de la acumulacion fue de 53,1 +/- 31,1% (desviacién
standard media +/-, n=13). La inhibicién era variable de un individuo a otro, desde 2,6% a 100%.

Este efecto inhibidor del tratamiento ozono/UV dependia de la concentracién de ADP, mostrando un nivel mas ele-
vado de inhibicién de acumulacién de plaquetas a concentraciones reducidas de ADP (véase Cuadro 6). El efecto in-
hibidor a 0,01 mmol/l ADP fue notablemente superior (p<0,02) que a 0,12 mmol/l de este agonista (véase Cuadro 6).

Con coldgeno como inductor de acumulacién de plaquetas, las plaquetas tratadas con 35-50 ug/ml de ozono en
oxigeno también mostraron un nivel elevado de inhibicién de la acumulacién: 74,2 +/- 43,3% con 1 mg/ml de coldgeno
y 76,4 +/- 25,2% con 10 mg/ml de coldgeno (n=5).

Una reduccién en la concentracién de ozono en el oxigeno burbujeado a través de la muestra de sangre dio como
resultado una reduccién en el efecto del tratamiento en la inhibicioén de la acumulacién de plaquetas. Esta diferencia
era notable en respuestas individuales al tratamiento, aunque los valores medios globales de los cuatro individuos
investigados no fueron muy diferentes (véase Cuadro 7).

CUADRO 6

Efecto de concentraciones diferentes del agonista de plaqueta ADP en la inhibicion de acumulacion de plaquetas
inducida por ADP mediante el tratamiento de sangre in vitro con ozono a una concentracion de 50 ug/ml en oxigeno
y en radiacion UV

Sujeto Conc. ADP (mmol/l) Porcentaje inhibicién de
Acumulacién plaquetas
Hombre 1 0,5 67.1
1,0 57,1
50 50,0
Mujer 1 0,001 714
0,01 69,8
0.1 31,2
1,0 21,8
Mujer 2 0,01 63,4
0.1 30,4
1,0 20,8
Media 0,01 70,8 +/-20,9, n=6
0,05 53,5 +/-26,1, n=6
0,1 34,7 +/-28,4, n=8"*

* notablemente diferente de 0,01 mmol/l, p<0,02
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CUADRO 7

Efecto de concentraciones diferentes de ozono en la inhibicion de la acumulacion de plaquetas inducida por ADP
por tratamiento de sangre completa in vitro con ozono en oxigeno y radiacion UV

Porcentaje inhibicion de acumulacién plaquetas

5 25 50
Sujeto pg/mi ozono ug/ml ozono pg/ml ozono
Hombre 1 15,6 53,9 65,6**
Hombre 2 8,7 11,2 247"
Media (n=4) 38,5 56,5 55,9
Sd 30,9 294 26,5

** significativo a p<0,01

* significativo a p<0,02

Ejemplo 4
Efecto del tratamiento UV/ozono de sangre in vitro en la concentracion de oxido nitrico en plasma
Resumen experimental

Se trat6 sangre (10 ml) anticoagulada con citrato sédico, de 14 individuos normales sanos, con UV/gas ozono, tal
como se describe en el Ejemplo 3, donde el oxigeno contenia ozono en una concentracién de 20-50 ug/ml. No se traté
la sangre de control de cada individuo. Después de eliminar los componentes celulares de la sangre por centrifugacion
a 15.000 x g durante 30 segundos, se almacené el plasma de -20°C.

El 6xido nitrico producido metabolicamente a partir de L-arginina es inestable y reacciona con oxigeno para formar
nitrato y nitrito. Se midi6 el total nitrato mas nitrito después de convertir el nitrato en nitrito utilizando un catalizador
de cadmio. Se midi6 colorimétricamente el nitrito utilizando el reactivo Griess en un método basado en el publicado
por Green, Wagner, Glogowski, Skipper, Wishnok & Tannenbaum en 1982 (Analytical Biochemistry, vol. 126, paginas
131-138). Todas las muestras tratadas de control se midieron en una sola tanda de ensayos.

Resultados
Los valores reales de concentracion de nitrito variaron ampliamente de un individuo a otro, de 0,6 a 27,6 yumol/l.
Para permitir comparaciones entre individuos, la concentracién de nitrito en la muestra tratada con 0zono se expreso

como porcentaje de la concentracion en el control correspondiente no tratado. A continuacién se recogen los resulta-
dos:
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N°. individuo porcentaje de nitrito en muestra tratada
con ozonho comparado con control

28,0
36,7
48,9
76,4
1100
133,3
167,6
162,9
175,8
350,0
845,5
985,7
2075,0
3067,0

WO ~NOANEWN

A ar A
HWN 2O

Media aritmética 589,5%

Estos valores no forman una distribucién normal. No obstante, se puede conseguir una distribucién aproxima-
damente normal tras la transformacién logaritmica de los datos. Después de la transformacion logaritmica, el nivel
de nitrito en las muestras de sangre UV/tratadas con ozono es notablemente superior al de las muestras no tratadas
(p<001).

Estudios de la inhibicion

El 6xido nitrico inhibe la acumulacién de plaquetas - esta es una de sus actividades fisioldgicas, es bien sabido
que el efecto del 6xido nitrico en las plaquetas se puede inhibir mediante oxihemoglobina libre (Salvemini, Radzis-
zewski, Korbut & Vane, Br. J. Pharmacol., vol. 101, paginas 991-995, 1990). Investigamos por lo tanto el efecto de
la oxihemoglobina en la accién inhibidora de acumulacién de plaquetas del tratamiento de sangre completa UV/gas
0Zono.

Resumen experimental

Se prepar6 plasma rico en plaquetas a partir de sangre completa, tratada con UV/ozono o no tratada (control),
por centrifugacion a 200 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente. La acumulacién de plaquetas en respuesta
a ADP, coldgeno o trombina como estimulantes, se midié en un agregémetro. Se afiadié oxihemoglobina al plasma
rico en plaquetas tras la ozonizacion y antes de medir la actividad de acumulacién de plaqueta. Si el tratamiento de la
sangre con UV/ozono para inhibir la acumulacién de plaquetas actia a través de un mecanismo mediado por el 6xido
nitrico, entonces la adicién de oxihemoglobina deberia evitar la inhibicién de la acumulacién de plaquetas causada
por UV/ozonizacién. Los resultados se exponen en el cuadro 8 siguiente.

CUADRO 8
Porcentaje inhibicidn de
Acumulacion de plaquetas
Después de tratamiento con
Ozono/UV
Sujeto agonista de plaquetas n° Hb 10 ummol/1 Hb
Mujer a trombina 100 iu 23 4
Mujer b trombina 100 iu 57 0
Trombina 10 iu 97 57
ADP 1 mmol/l 36 0
Hombre a trombina 10 iu 80 79
Colageno 1 mg/mi 95 80
ADP 1 mmol/l 16 0
ADP 0,1 mmol/l 26 9
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Aunque bastante variables, dos de los tres sujetos mostraron reducciones en la inhibicién de la acumulacién de
plaquetas tras la terapia UV/ozono, en presencia de hemoglobina y el tercer sujeto mostré alguna reduccién con tres
de las cuatro condiciones de acumulacién utilizadas. La media global de acumulacién de plaquetas fue de 54% sin
hemoglobina y 29% en presencia de este inhibidor de la actividad del 6xido nitrico.

Conclusiones

Los datos anteriores muestran que la ozonizacién de la sangre aunque el nivel de los nitritos (el metabolito estable
de 6xido nitrico), y que la inhibicién de la acumulacién de plaquetas causada por la ozonizacién de la sangre se puede
invertir con hemoglobina, un inhibidor del 6xido nitrico. Tomados juntos, estos datos sugieren con cierto grado de
certeza el tratamiento de la sangre con UV/ozono aumenta los niveles in vitro de 6xido nitrico en la sangre e inhibe la
acumulacién de plaquetas a través de un mecanismo mediado por 6xido nitrico.

Una vez descrita la invencion, resulta evidente que la misma se puede modificar de muchas formas y se considera
que cada una de estas modificativas estd comprendida dentro del 4mbito de las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES
1. La utilizacién de una porcién de sangre que se ha puesto en contacto con una cantidad de gas ozono y radiacién
ultravioleta eficaz para incrementar la concentracién de 6xido nitrico, para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de un estado patoldgico asociado con niveles de 6xido nitrico inadecuados en la sangre.

2. La utilizacién de la reivindicacién 1, en la que el gas ozono tiene una concentracién de aproximadamente 0,5
pg/ml a aproximadamente 100 ug/ml en la sangre.

3. La utilizacién de la reivindicacién 2, donde el gas ozono tiene una concentracién de aproximadamente 0,5 pg/ml
a aproximadamente 50 p/ml.

4. La utilizacién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la radiacién ultravioleta tiene una longitud de
onda de aproximadamente 253,7 nm.

5. La utilizacién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la sangre se mantiene a una temperatu-
ra comprendida entre 0°C y 56°C aproximadamente mientras se pone en contacto con el gas ozono y la radiacién
ultravioleta.

6. La utilizacién de la reivindicacién 5, donde la sangre se mantiene a una temperatura comprendida entre 37°C y
43°C aproximadamente mientras se pone en contacto con el gas ozono y la radiacion ultravioleta.

7. La utilizacién de la reivindicacion 6, donde la sangre se mantiene a una temperatura comprendida entre 42,5°C
mientras estd en contacto con el gas ozono y la radiacién ultravioleta.

8. La utilizacién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la sangre tratada comprende de 0,01 ml a
400 ml aproximadamente.

9. La utilizacion de la reivindicacion 8, donde la sangre tratada comprende aproximadamente 10 ml de sangre.

10. La utilizacién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la sangre se pone en contacto con el gas
ozono y la radiacién ultravioleta durante un periodo de aproximadamente 3 minutos.

11. La utilizacién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la sangre es sangre humana.
12. La utilizacién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el estado patoldgico se elige dentro del

grupo formado por presion arterial elevada, depresion, tumor, infeccién bacteriana, acumulacién de plaquetas asociada
con enfermedades e infeccién micética.
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