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DESCRIPCION
Mondxido de carbono para su uso en un método para tratar ileo
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de EE.UU. n° 60/372.652 presentada el 15 de abril
de 2002.

Campo técnico
La presente invencion se refiere al tratamiento de trastornos gastrointestinales.
Antecedentes

El gas mondxido de carbono (CO) es venenoso a altas concentraciones. Sin embargo, ahora se ha reconocido como
una importante molécula de sefalizacion (Verma et al., Science 259:381-384,1993). También se ha sugerido que el
monoxido de carbono actia de molécula mensajera neuronal en el cerebro (ibidem) y como modulador neuro-
endocrino en el hipotalamo (Pozzoli et al., Endocrinology 735:2314-2317, 1994). Al igual que el 6xido nitrico (NO), el
monoxido de carbono es un relajante de musculo liso (Utz et al., Biochem Pharmacol. 47:195-201, 1991;
Christodoulides et al., Circulation 97:2306-9, 1995) e inhibe la agregacion de plaquetas (Mansouri et al., Thromb
Haemost. 48:286-8, 1982). Se ha mostrado que la inhalacién de bajos niveles de monéxido de carbono tiene efectos
antiinflamatorios en algunos modelos.

El ileo es una afeccién caracterizada por una falta de motilidad intestinal, y es una de las formas mas comunes de
obstruccion intestinal (véase, por ejemplo, Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University
Press (1994)). Frecuentemente, el ileo se produce a lo largo del tubo digestivo (por ejemplo, tanto en el intestino
grueso como en el delgado), pero algunas veces puede implicar solo uno o varios segmentos del mismo. La
manipulacion intestinal durante la cirugia abdominal con frecuencia conduce a ileo.

Se han propuesto diversos enfoques farmacéuticos para tratar el ileo (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU.
n® 5.362.756 (fedotozina); 5.929.035 (neuropéptidos); 6.214.843 (pirazolopiridina); y 5.958.407 (por ejemplo,
receptor-2 activado por proteinasa antagonizante)).

Resumen
La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de que la administracion de CO puede atenuar el ileo.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion caracteriza el uso de monoxido de carbono para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento o la prevencion de ileo en un paciente. También se describe en el
presente documento mondxido de carbono para su uso en un método para tratar ileo en un paciente, que incluye
identificar un paciente que padece o en riesgo de ileo y administrar al paciente una composiciéon farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz o concentracién de mondéxido de carbono.

El ileo puede ser ileo de cualquier porcion del tubo gastrointestinal, por ejemplo, el estdmago, intestino delgado y/o
el colon. El ileo puede resultar de cualquier factor que produzca ileo, por ejemplo, cirugia, por ejemplo, cirugia
abdominal tal como cirugia de trasplante (por ejemplo, trasplante del intestino delgado (SITx)) o cirugia abdominal
distinta de cirugia de trasplante (por ejemplo, cirugia abdominal que implica laparotomia o que no implica
laparotomia, por ejemplo, procedimientos laparoscépicos); cirugias ortopédicas (por ejemplo, cirugia de cadera);
parto; isquemia intestinal; hematoma retroperitoneal; sepsis intrabdominal; inflamacion intraperitoneal, por ejemplo,
apendicitis aguda, colecistitis, pancreatitis; fracturas de la columna vertebral; colico ureteral; lesiones toracicas;
neumonia basal; fracturas de costillas; infarto de miocardio; alteraciones metabdlicas; o cualquier combinacién de
los mismos.

La composicion farmacéutica puede administrarse al paciente por cualquier método conocido en la técnica para
administrar gases, liquidos y/o sélidos a pacientes, por ejemplo, mediante inhalacion, insuflacion, infusion, inyeccion
y/o ingestion. Por ejemplo, en una realizacion de la presente invencion, la composicion farmacéutica se administra al
paciente por inhalacion. En otra realizacion, la composicién farmacéutica se administra al paciente por via oral. En
otra realizacién mas, la composiciéon farmacéutica se administra directamente a la cavidad abdominal del paciente.

El uso y método pueden incluir adicionalmente administrar al paciente al menos uno de los siguientes tratamientos
ademas de CO: inducir HO-1 o ferritina en el paciente; expresar HO-1 recombinante o ferritina en el paciente; y
administrar una composicién farmacéutica que comprende HO-1, bilirrubina, biliverdina, ferritina, desferoxamina,
hierro dextrano, o apoferritina al paciente.
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En otro aspecto, la invencion caracteriza un uso que implica tratar ileo posquirdrgico en un paciente. El uso incluye
identificar un paciente que padece ileo posquirtrgico y administrar al paciente una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad de monodxido de carbono eficaz para tratar ileo en el paciente. La cirugia segun el uso
reivindicado o el método descrito en el presente documento puede ser cualquier cirugia que produzca y/o ponga al
paciente en riesgo de ileo. Por ejemplo, la cirugia puede implicar manipulacién (por ejemplo, tocar (directamente o
indirectamente)) el tubo gastrointestinal, por ejemplo, el estdmago y/o intestinos, por ejemplo, intestino delgado o
grueso (por ejemplo, el colon), y puede ser una cirugia que implica laparotomia o que no implica laparotomia (por
ejemplo, cirugias que implican laparoscopia). En ciertas realizaciones, la cirugia puede ser cirugia de trasplante o
cirugia no de trasplante, por ejemplo, cirugia que implica cualquier érgano(s) o tejido(s) en el abdomen, por ejemplo,
cirugia del aparato genitourinario (por ejemplo, rifiones, uréter y/o vejiga; y organos reproductores (por ejemplo,
utero, ovario y/o trompas de Falopio)); el aparato digestivo (por ejemplo, el estdmago, intestino delgado, intestino
grueso (por ejemplo, el colon), apéndice, vesicula biliar, higado, bazo y/o pancreas); el sistema linfatico; el aparato
respiratorio (por ejemplo, los pulmones); el diafragma; cirugia para tratar cancer de cualquier drgano o tejido dentro
del abdomen; cirugia endometrial; y cirugias ortopédicas, por ejemplo, cirugia de la cadera. El ileo puede ser ileo de
cualquier parte del tubo gastrointestinal, por ejemplo, el estdbmago, intestino delgado y/o intestino grueso (por
ejemplo, el colon). La composicién farmacéutica puede administrarse al paciente mediante cualquier via descrita en
el presente documento, por ejemplo, mediante inhalacion (de composiciones gaseosas); por via oral; y/o por
administracion directa a la cavidad abdominal del paciente.

La invencion también caracteriza un uso que implica tratar ileo en un paciente que padece o en riesgo de ileo no
producido por cirugia abdominal, por ejemplo, ileo producido por cualquier factor descrito en el presente documento
distinto de cirugia abdominal. El uso incluye identificar un paciente que padece o en riesgo de ileo no producido por
cirugia abdominal y administrar al paciente una composicion farmacéutica que comprende una cantidad de
mondxido de carbono eficaz para tratar ileo en el paciente.

En otro aspecto, la invencién caracteriza un uso que implica tratar ileo en un paciente, que incluye las etapas de
proporcionar un recipiente que contiene un gas presurizado que comprende gas mondxido de carbono, identificar un
paciente que padece o en riesgo de ileo, liberar el gas presurizado del recipiente para formar una atmdsfera que
incluye gas mondxido de carbono, y exponer el paciente a la atmdsfera, en el que la cantidad de mondxido de
carbono en la atmdsfera es suficiente para tratar ileo en el paciente.

En el presente documento también se describe que el gas CO puede estar en mezcla con gas nitrégeno, con 6xido
nitrico y gas nitrdgeno, o con un gas que contiene oxigeno. El gas CO puede estar presente en mezcla a una
concentracion de al menos aproximadamente el 0,025 %, por ejemplo, de al menos aproximadamente el 0,05 %,
0,10 %, 0,50 %, 1,0 %, 2,0 %, 10,0 %, 50 % o el 90 %.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona un uso que implica tratar ileo en un paciente, que incluye identificar
un paciente que padece o en riesgo de ileo y administrar al paciente al menos uno de los siguientes tratamientos
conjuntamente con el tratamiento con CO: inducir HO-1 o ferritina en el paciente; expresar HO-1 recombinante o
ferritina en el paciente; y administrar una composicion farmacéutica que comprende HO-1, bilirrubina, biliverdina,
ferritina, o apoferritina al paciente. También se contempla el uso de CO y cualquier de los agentes anteriormente
enumerados en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de ileo.

También esta dentro de la invencion el uso de CO en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o
prevencion de una afeccion descrita en el presente documento, por ejemplo, ileo. El medicamento también puede
usarse en un meétodo para tratar ileo en un paciente y/o para tratar donantes, érganos y/o receptores en
procedimientos de trasplante. El medicamento puede estar en cualquier forma descrita en el presente documento,
por ejemplo, una composicién de CO liquida o gaseosa.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente es entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencion. Métodos adecuados y materiales se describen a continuacion, aunque métodos y materiales
similares o equivalentes a aquellos descritos en el presente documento pueden usarse en la practica o prueba de la
presente invencion. Los materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos solo y no pretenden ser limitantes.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencidon se exponen en los dibujos adjuntos y la siguiente
descripcion. Otras caracteristicas, objetivos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y
dibujos, y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos
La Fig. 1 es un grafico de lineas que ilustra el efecto del trasplante de intestino delgado (SITx) y tratamiento con CO

sobre la contractilidad de musculo circular del intestino delgado espontanea y estimulada con betanecol. A = control;
¢ = control + CO; X = SITx; m = SITx + CO.
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La Fig. 2A es un grafico de barras que ilustra el efecto de CO sobre el transito intestinal en animales de control
(animales no sometidos a SITx). Barras negras = control; barras rayadas = control + CO (250 ppm); estom =
estomago; id = intestino delgado.

La Fig. 2B es un grafico de barras que ilustra el efecto de CO sobre el transito intestinal en animales que se han
sometido a SITx. Barras negras = SITx; barras rayadas = SITx + CO (250 ppm); estom = estdmago; id = intestino
delgado; y col = colon.

La Fig. 2C es un grafico de barras que ilustra que el CO mejoro significativamente el transito intestinal en ratas que
se han sometido a SITx. El grafico resume mediciones del centro geométrico del transito calculadas. Control =
animales de control expuestos a aire; control + CO = animales de control expuestos a CO; SITx = animales que
reciben SITx y expuestos a aire; SITx + CO = animales que reciben SITx y expuestos a CO.

La Fig. 3 es un grafico de barras que ilustra el efecto de CO sobre el reclutamiento de leucocitos en el musculo
intestinal tras SITx. Control = animales de control expuestos a aire; control + CO = animales de control expuestos a
CO; SbTx = animales que reciben SITx y expuestos a aire; SbTx + CO = animales que reciben SITx y expuestos a
CO.

La Fig. 4A es un grafico de lineas que ilustra la expresion de ARNm de IL-6 en la mucosa y musculo en diversos
momentos de tiempo después de SITx, como se mide por ensayo de proteccion de RNasa.

m = musculo; o = mucosa.

La Fig. 4B es un grafico de lineas que ilustra la expresion de ARNm de IL-1B en la mucosa y musculo en diversos
momentos de tiempo después de SITx, como se mide por ensayo de proteccion de RNasa.

m = musculo; o = mucosa.

La Fig. 5 es un conjunto de graficos de barras que ilustran el efecto de CO sobre la expresion de 6xido nitrico
sintasa (iINOS), IL-6, IL-1B y IL-10 en los musculos externos de injertos intestinales cuatro horas después de la
reperfusion, como se mide por analisis de RT-PCR en tiempo real. Normal = animales de control expuestos a aire;
Normal + CO = animales de control expuestos a CO; SITx = animales que reciben SITx y expuestos a aire; SITx +
CO = animales que reciben SITx y expuestos a CO.

La Fig. 6 es un conjunto de graficos de barras que ilustran el efecto de CO sobre las concentraciones de IL-6 y
nitrato/nitrito en suero en animales que se sometieron a SITx como se mide una (SITx + CO (1 h)) y cuatro (SITx +
CO (4 h)) horas después de la reperfusion. Normal = animales de control expuestos a aire; Normal + CO = animales
de control expuestos a CO; SITx (1 h) y SITx (4 h) = animales que se sometieron a SITx como se mide una y cuatro
horas después de la reperfusion, respectivamente.

La Fig. 7A es un grafico de barras que ilustra el efecto de la manipulacion intestinal (M) sobre la expresion de HO-1
en extractos de musculo como se determina usando analisis de RT-PCR de dos etapas en tiempo real. Las
muestras se analizaron 3 (Ml 3 h), 6 (Ml 6 h), 12 (Ml 12 h) y 24 (MI 24 h) horas después de la laparotomia. La
expresion de HO-1 pico se produjo 3 a 6 h posoperatoriamente. Los datos representan el aumento de veces medio
con respecto al control + EEM, n=6. * P =0,001; ** P =0,0001.

La Fig. 7B es una fotografia de un montaje completo de musculo que ilustra la inmunorreactividad de tipo HO-1 en
polimorfoleucocitos que infiltran el musculo tras M.

La Fig. 7C es una fotografia de un montaje completo de musculo que ilustra la inmunorreactividad de tipo HO-1 en
células de tipo macréfago que infiltran el masculo tras MI.

La Fig. 7D es una fotografia de un montaje completo de musculo que ilustra la inmunorreactividad de tipo HO-1 en
células que contienen granulos que infiltran el musculo tras MI. Los sitios de inmunofluorescencia borrosa en la
mitad inferior de la imagen son células por debajo del plano del foco.

La Fig. 7E es una fotografia de un montaje completo de musculo que ilustra la falta de inmunorreactividad de tipo
HO-1 en el musculo de animales de control.

La Fig. 8A es un grafico de barras que ilustra los efectos del CO inhalado (exposicion de 24 h) sobre el transito
intestinal en ratones no sometidos a MI. estom = estdmago; id = intestino delgado; y col = colon. Barras negras =
animales no expuestos a CO; barras rayadas = animales expuestos a CO. La mayoria de la sefial de fluorescencia
esta localizada en el ciego y el colon proximal.

La Fig. 8B es un grafico de barras que ilustra los efectos del CO inhalado (24 h exposicién) sobre el transito
4
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intestinal en ratones sometidos MI. Estom = estémago; id = intestino delgado; y col = colon. Barras negras =
animales no expuestos a CO; barras rayadas = animales expuestos a CO. Después de MI, el transito se retrasa
significativamente. La inhalacion de CO produjo una distribucion mas distal del dextrano marcado (MI-CO).

La Fig. 8C es un grafico de barras que ilustra el resultado de calculos del centro geométrico (CG).

Numeros mayores se corresponden con una distribucién mas distal de dextrano marcado. Control = animales de
control; Control + CO = animales de control expuestos a CO; Ml = animales sometidos a MI; Ml + CO = animales
sometidos a Ml y expuestos a CO. * En el grupo de MI, CG estuvo sustancialmente alterado en comparacion con los
controles, P < 0,0001; n=6. 1 La inhalacién de CO (MI + CO) produjo un aumento significativo en CG con respecto a
Ml, P = 0,001; n=6.

La Fig. 9A son trazos representativos que ilustran el efecto de CO sobre la actividad contractil espontanea. Control:
Contracciones ritmicas caracteristicas de ratones sin operar. Control + CO: La inhalacion de monéxido de carbono
(CO) durante 24 h por ratones de control no tuvo efecto sobre la contractilidad espontanea. MI: La contractilidad
ritmica se pierde tras la manipulacion quirtrgica del intestino delgado. Ml + CO: La ritmicidad se restaura en
animales manipulados tratados con CO.

La Fig. 9B es un grafico de lineas (curva de dosis-respuesta) que ilustra el efecto de CO sobre la magnitud de
contracciones tonicas en tiras de musculo liso circular de animales no sometidos a MI. Las contracciones se
indujeron por exposicion de las tiras a concentraciones crecientes de betanecol (0,1 a 300 ymol/l). La inhalacion de
CO por animales de control no tuvo efecto sobre la actividad contractil inducida por betanecol. m = control; A =
Control + CO.

La Fig. 9C es un grafico de lineas (curva de dosis-respuesta) que ilustra el efecto de CO sobre la magnitud de las
contracciones tonicas en tiras de musculo liso circular de animales sometidos a MI. Las contracciones se indujeron
por exposicion de las tiras a concentraciones crecientes de betanecol (0,1 a 300 umol/l). La capacidad del musculo
circular para contraerse en respuesta a betanecol se alter6 significativamente después de MI. La inhalacion de CO
restauro la actividad contractil a niveles de control (Ml + CO). m = MI; A = MI + CO.

La Fig. 10 es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacién de CO sobre el numero de leucocitos
positivos para mieloperoxidasa (MPO) que infiltran el musculo intestinal de ratones de control y después de la
manipulacion intestinal (Ml). Control = animales de control; Control + CO = animales de control expuestos a CO; Mi
= animales sometidos a MI; Ml + CO = animales sometidos a Ml y expuestos a CO. Los datos se expresan como
media + EEM. * P < 0,0001; n = 4.

La Fig. 11A es un grafico de barras que ilustra los resultados de un analisis de RT-PCR de dos etapas en tiempo
real de los efectos de la anestesia quirargica y Ml sobre el transcurso de tiempo de la expresion de ARNm de IL-6.
Las muestras se analizaron a 3 (Ml 3 h), 6 (Ml 6 h), 12 (Ml 12 h) y 24 (MI 24 h) horas. La expresién alcanzé el pico 3
y 6 horas después de la cirugia. Los datos se expresan como media + EEM. * P < 0,0001 con respecto al control.

La Fig. 11B es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacion de CO sobre la expresiéon de ARNm de IL-6
a3 (Ml +CO3h)y6 (Ml + CO 6 h) horas después de la cirugia. Ml 3 h y Ml 6 h = animales de controlde Mla3 hy
6 h, respectivamente. Los datos se expresan como media £ EEM.

La Fig. 11C es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacion de CO sobre la liberacion de proteina IL-6
de extractos de musculo recogidos 24 h después de la cirugia. La liberacion de proteina IL-6 se atenud
significativamente por inhalacion de CO. Control = animales de control; Control + CO = animales de control
expuestos a CO; MI = animales sometidos a MI; Ml + CO = animales sometidos a Ml y expuestos a CO. Los datos
se expresan como media + EEM. * P < 0,0001 con respecto al control; y + P = 0,001 con respecto a Ml; n=6.

La Fig. 12A es un grafico de barras que ilustra los resultados de un analisis de RT-PCR de dos etapas en tiempo
real de los efectos de la anestesia quirtrgica y Ml sobre el transcurso de tiempo de la expresion de ARNm dellL-1p.
Expresion de ARNm después de la manipulacion intestinal (MI). Las muestras se analizaron a las 3 (Ml 3 h), 6 (Ml 6
h), 12 (Ml 12 h) y 24 (MI 24 h) horas. La expresion del pico se produjo 6 h posoperatoriamente. Los datos se
expresan como media + EEM. * P = 0,001 y **P < 0,0001 con respecto al control, n=6.

La Fig. 12B es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacion de CO sobre la expresion de ARNm de IL-
18 alas 3 (Ml + CO 3 h)y 6 (Ml + CO 6 h) horas después de la cirugia. CO inhibi6 significativamente la expresion de
ARNm delL-1B pico. Ml 3 h y Ml 6 h = animales de control de Ml a 3 h'y 6 h, respectivamente. Los datos se expresan
como media + EEM. * P = 0,001 con respecto a Ml 6 h, n=6.

La Fig. 12C es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacién de CO sobre la liberacion de proteina de IL-
18 de extractos de musculo recogidos 24 h después de la cirugia. La liberacién de proteina de IL-13 se atenud
significativamente por inhalacion de CO. Control = animales de control; Control + CO = animales de control
expuestos a CO; MI = animales sometidos a MI; Ml + CO = animales sometidos a Ml y expuestos a CO. Los datos
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se expresan como media + EEM. ND = ninguno detectado. * P = 0,001 con respecto al control; + P = 0,001 con
respecto a Ml; n=6.

La Fig. 13A es un grafico de barras que ilustra los resultados de un analisis de RT-PCR de dos etapas en tiempo
real de los efectos de la anestesia quirdrgica y Ml sobre el transcurso de tiempo de la expresion de ARNm de iNOS.
Las muestras se analizaron a 3 (Ml 3 h), 6 (Ml 6 h), 12 (Ml 12 h) y 24 (Ml 24 h) horas. La expresion del pico se
produjo 6 horas después de la cirugia. Los datos se expresan como media + EEM. * P = 0,001; ** P < 0,0001 con
respecto al control; n=6.

La Fig. 13B es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacién de CO sobre la expresion de ARNm de
iNOS a3 (Ml + CO3h)y6 (Ml + CO 6 h) horas después de la cirugia. Ml 3 h y Ml 6 h = animales de control de M| a
3 hy 6 h, respectivamente. Los datos se expresan como media + EEM. 1 P = 0,001 con respecto a Ml 6 h; n=6.

La Fig. 13C es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalaciéon de CO sobre la liberacién de nitrito total de
extractos de musculo recogidos 24 horas después de la cirugia. La liberacién de nitrito total se determiné como un
indice de actividad de iINOS. La inhalacion de CO inhibid significativamente el aumento quirirgicamente inducido en
la liberacion de nitrito de musculo manipulado. Se logré una reduccién similar en nitrito por incubacion de extractos
de musculo en presencia del inhibidor de iINOS selectivo L-Nil (30 pM; MI + L-Nil). Control = animales de control;
Control + CO = animales de control expuestos a CO; Ml = animales sometidos a MI; Ml + CO = animales sometidos
a Ml y expuestos a CO. * P = 0,001 con respecto al control; + P = 0,001 con respecto a MI; n=6. Los datos se
expresan como media £ EEM.

La Fig. 14A es un grafico de barras que ilustra los resultados de un analisis de RT-PCR de dos etapas en tiempo
real de los efectos de la anestesia quirtrgica y Ml sobre el transcurso de tiempo de la expresiéon de ARNm de COX-
2. Las muestras se analizaron a 3 (Ml 3 h), 6 (Ml 6 h), 12 (Ml 12 h) y 24 (Ml 24 h) horas. La expresion del pico se
produjo 3-12 h después de la cirugia. Los datos se expresan como media + EEM. * P = 0,01; ** P = 0,0001 con
respecto al control; n=6.

La Fig. 14B es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacién de CO sobre la expresion de ARNm de
COX-2a 3 (Ml +CO 3 h)y6 (Ml+ CO 6 h) horas después de la cirugia. Ml 3 h y Ml 6 h = animales de control de M
a 3 hy6 h, respectivamente. Los datos se expresan como media + EEM.

La Fig. 14C es un grafico de barras que ilustra que la inhalacion de CO por animales de control aumentd
significativamente la expresion de ARNm de COX-2 3 h (CO 3 h) después del tratamiento. CO 6 h = expresion 6 h
después del tratamiento. Los datos se expresan como media £+ EEM. * P =0,01.

La Fig. 14D es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacion de CO sobre la liberacién de proteina PGE;
de extractos de musculo recogidos 24 horas después de la cirugia. La liberacién de proteina PGE, se determind
como un indice de la actividad de COX-2. La inhalacion de CO aumento significativamente la liberacién de proteina
de musculo de control, pero no tuvo efecto sobre el aumento quirirgicamente inducido en la liberacion de PGE; de
musculo manipulado. Control = animales de control; Control + CO = animales de control expuestos a CO; Ml =
animales sometidos a MI; Ml + CO = animales sometidos a Ml y expuestos a CO. Los datos se expresan como
media £ EEM. *P = 0,01y ** P = 0,0001 con respecto al control; n=6.

La Fig. 15A es un grafico de barras que ilustra los resultados de un analisis de RT-PCR de dos etapas en tiempo
real de los efectos de la anestesia quirargica y Ml sobre el transcurso de tiempo de la expresion de ARNm de IL-10.
Las muestras se analizaron a 3 (Ml 3 h), 6 (Ml 6 h), 12 (Ml 12 h) y 24 (Ml 24 h) horas. La expresion del pico se
produjo 3 a 6 h después de la cirugia. Los datos se expresan como media + EEM. * P < 0,001 con respecto al
control; n=6.

La Fig. 15B es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacion de CO sobre la expresion de ARNm de IL-
10 a3 (Ml + CO 3 h)y6 (Ml + CO 6 h) horas después de la cirugia. La inhalacion de CO aumento6 el mensajero de
IL-10 a las 3 h pero no 6 h después de la cirugia. Ml 3 h y Ml 6 h = Ml animales de control a 3 h 'y 6 h,
respectivamente. Los datos se expresan como media £+ EEM. T+ P = 0,001 con respecto a Ml 3 h; n=6.

La Fig. 15C es un grafico de barras que ilustra que la inhalacion de CO por animales de control aumentd
significativamente la expresiéon de ARNm de IL-10 3 (CO 3 h) y 6 h (CO 6 h) después del tratamiento. Los datos se
expresan como media + EEM. * P < 0,001 con respecto al control; n=6.

La Fig. 16A es un grafico de barras que ilustra los resultados de un analisis de RT-PCR de dos etapas en tiempo
real de los efectos de la anestesia quirdrgica y Ml sobre el transcurso de tiempo de la expresion de ARNm de HO-1
3y 6 h después de la cirugia (MI). La inhalacion de CO aumentd significativamente la expresion de ARNm de HO-1
alas 3 h (Ml + CO 3 h), perono alas 6 h (Ml + CO 6 h) posoperatoriamente. Ml 3 h'y Ml 6 h = animales de control
de Ml a3 hy 6 h, respectivamente. T+ P < 0,001 con respecto a Ml 3 h; n=6.
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La Fig. 16B es un grafico de barras que ilustra el efecto de la inhalacién de CO sobre la expresion de ARNm de HO-
13h(CO3h)y6h(CO 6 h)después del tratamiento. La inhalacion de CO por animales de control aumento la
expresion de ARNm de HO-1 6 h después del tratamiento. * P < 0,05 con respecto al control; n=6.

Descripcion detallada

El término “monoxido de carbono” (o “CO”), como se usa en el presente documento, describe mondxido de carbono
molecular en su estado gaseoso, comprimido en forma liquida o disuelto en disolucién acuosa. El término
“composicion de monodxido de carbono” o “composicién farmacéutica que comprende monéxido de carbono” se usa
en toda la memoria descriptiva para describir una composicion gaseosa o liquida que contiene mondéxido de carbono
que puede administrarse a un paciente y/o un érgano, por ejemplo, un intestino delgado. EI médico habitual
reconocera qué forma de la composicion farmacéutica, por ejemplo, formas gaseosas, liquidas, o tanto gaseosas
como liquidas, se prefiere para una aplicaciéon dada.

Los términos “cantidad eficaz” y “eficaz para tratar”, como se usan en el presente documento, se refieren a la
administracion de mondxido de carbono en una cantidad o concentracion y durante un periodo de tiempo que incluye
administracion aguda o crénica y administracion periddica o continua que es eficaz dentro del contexto de su
administracion para causar un efecto o desenlace fisiolégico previsto. Cantidades eficaces de CO para su uso en la
presente invencion incluyen, por ejemplo, cantidades que previenen o reducen ileo tras un procedimiento, por
ejemplo, trasplante de intestino delgado.

Para gases, cantidades eficaces de CO generalmente entran dentro del intervalo de aproximadamente el 0,0000001
% a aproximadamente el 0,3 % en peso, por ejemplo, 0,0001 % a aproximadamente 0,25 % en peso,
preferentemente al menos aproximadamente 0,001 %, por ejemplo, al menos aproximadamente 0,005 %, 0,010 %,
0,02 %, 0,025 %, 0,03 %, 0,04 %, 0,05 %, 0,06 %, 0,08 %, 0,10 %, 0,15 %, 0,20 %, 0,22 %, o0 0,24 % en peso de
CO. Para disoluciones liquidas de CO, cantidades eficaces generalmente entran dentro del intervalo de
aproximadamente 0,0001 a aproximadamente 0,0044 g de CO/100 g de liquido, por ejemplo, al menos
aproximadamente 0,0001, 0,0002, 0,0004, 0,0006, 0,0008, 0,0010, 0,0013, 0,0014, 0,0015, 0,0016, 0,0018, 0,0020,
0,0021, 0,0022, 0,0024, 0,0026, 0,0028, 0,0030, 0,0032, 0,0035, 0,0037, 0,0040 o 0,0042 g de CO/100 g de
disolucién acuosa. Intervalos preferidos incluyen, por ejemplo, aproximadamente 0,0010 a aproximadamente 0,0030
g de CO/100 g de liquido, aproximadamente 0,0015 a aproximadamente 0,0026 g de CO/100 g de liquido, o
aproximadamente 0,0018 a aproximadamente 0,0024 g de CO/100 g de liquido. Un médico habitual apreciara que
pueden usarse cantidades fuera de estos intervalos dependiendo de la aplicacion.

El término “paciente” se usa en toda la memoria descriptiva para describir un animal, humano o no humano, al que
se proporciona tratamiento segun los métodos de la presente invencion. Aplicaciones veterinarias son claramente
esperadas por la presente invencion. El término incluye, pero no se limita a, mamiferos, por ejemplo, seres
humanos, otros primates, cerdos, roedores tales como ratones y ratas, conejos, cobayas, hamsteres, vacas,
caballos, gatos, perros, ovejas y cabras. El término “tratar (tratamiento)” se usa en el presente documento para
describir retrasar la aparicion de, inhibir, prevenir o aliviar los efectos de una afeccién, por ejemplo, ileo. El término
“donante” o “paciente donante”, como se usa en el presente documento, se refiere a un paciente (humano o no
humano) del que puede obtenerse un érgano o tejido para los fines de trasplante a un paciente receptor. El término
“receptor” o “paciente receptor” se refiere a un paciente (humano o no humano) al que puede transferirse un 6rgano
o tejido.

El término “ileo”, como se usa en el presente documento, se refiere generalmente a la paralisis parcial o completa o
dismotilidad del tubo gastrointestinal. El ileo puede producirse a lo largo del tubo gastrointestinal, o puede implicar
solo una o varias secciones del mismo, por ejemplo, estdmago, intestino delgado o colon. El médico habitual
apreciara que el ileo puede producirse por un gran numero de factores que incluyen, por ejemplo, cirugia (por
ejemplo, cualquier cirugia que implique laparotomia, por ejemplo, trasplante de intestino delgado (SITx); o cualquier
cirugia que implique laparoscopia); isquemia intestinal; hematoma retroperitoneal; sepsis intrabdominal; inflamacion
intraperitoneal; apendicitis aguda; colecistitis; pancreatitis; colico ureteral; lesiones toracicas; neumonia basal; infarto
de miocardio; alteraciones metabdlicas, por ejemplo, aquellas que producen disminucién de los niveles de potasio;
farmacos, por ejemplo, uso prolongado de opiaceos; y traumatismos, por ejemplo, fracturas de la columna vertebral
y fracturas de costillas (véase, por ejemplo, Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University
Press (1994)). El término también incluye ileo posparto, que es un problema comun para las mujeres en el periodo
tras el parto, por ejemplo, tras el parto vaginal (“parto natural”) o parto quirdrgicamente asistido. Como se usa en el
presente documento, el término “ileo posquirirgico” se refiere al ileo sufrido por un paciente tras cualquier
procedimiento quirdrgico, por ejemplo, cirugia abdominal. El término “intervenciones no quirdrgicas” se refiere a
tratamientos médicos que no implican cirugia. El término “ileo resultante de afecciones que no implican cirugia” se
refiere a ileo producido por factores distintos de cirugia, por ejemplo, factores descritos en el presente documento.

Los individuos considerados en riesgo de desarrollar ileo pueden beneficiarse particularmente de la invencion,
principalmente debido a que el tratamiento profilactico puede empezar antes de que haya cualquier evidencia de
ileo. Los individuos “en riesgo” incluyen, por ejemplo, pacientes en necesidad de cirugia abdominal, tanto
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médicamente necesaria como opcional, y/o individuos que padecen cualquiera de las afecciones o lesiones
descritas en el parrafo precedente. EI médico habitual apreciara que pueda determinarse que un paciente esta en
riesgo de ileo por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, por un diagnéstico médico.

El término “trasplante” se usa en toda la memoria descriptiva como un término general para describir el proceso de
transferir un érgano o tejido (por ejemplo, un intestino delgado) a un paciente. El término “trasplante” se define en la
materia como la transferencia de tejidos vivos o células de un donante a un receptor, con la intencion de mantener la
integridad funcional del tejido trasplantado o células en el receptor (véase, por ejemplo, The Merck Manual, Berkow,
Fletcher, y Beers, Eds., Merck Research Laboratories, Rahway, N.J., 1992). El término incluye todas las categorias
de trasplantes conocidos en la técnica. Los trasplantes se clasifican por sitio y relacién genética entre donante y
receptor. El término incluye, por ejemplo, autotrasplante (extirpacion y transferencia de células o tejido de una
localizacién en un paciente a la misma u otra localizacion en el mismo paciente), alotrasplante (trasplante entre
miembros de las mismas especies) y xenotrasplante (trasplantes entre miembros de diferentes especies).

Preparacién de composiciones gaseosas

Una composicion de CO puede ser una composicion de monoéxido de carbono gaseosa. Puede obtenerse gas
comprimido o presurizado util en los métodos de la invencion de cualquier fuente comercial, y en cualquier tipo de
recipiente apropiado para guardar el gas comprimido. Por ejemplo, pueden obtenerse gases comprimidos o
presurizados de cualquier fuente que suministre gases comprimidos, tales como oxigeno, para uso médico. El
término gas “de calidad médica”, como se usa en el presente documento, se refiere a gas adecuado para la
administracion a pacientes como se define en el presente documento. El gas presurizado que incluye mondéxido de
carbono usado en los métodos de la presente invencion puede proporcionarse de forma que todos los gases de la
composicion final deseada (por ejemplo, CO, He, NO, CO,, Oz, N2) estén en el mismo recipiente, excepto que el NO
y el O2 no pueden almacenarse juntos. Opcionalmente, los métodos de la presente invencion pueden realizarse
usando multiples recipientes que contienen gases individuales. Por ejemplo, puede proporcionarse un Unico
recipiente que contiene monoxido de carbono, con o sin otros gases, cuyo contenido puede mezclarse
opcionalmente con aire ambiente o con el contenido de otros recipientes, por ejemplo, recipientes que contienen
oxigeno, nitrégeno, didxido de carbono, aire comprimido, o cualquier otro gas adecuado o mezclas de los mismos.

Las composiciones gaseosas administradas a un paciente segun la presente invencion normalmente contienen 0 %
a aproximadamente 79 % en peso de nitrdgeno, aproximadamente 21 % a aproximadamente 100 % en peso de
oxigeno y aproximadamente 0,0000001 % a aproximadamente 0,3 % en peso (correspondiente a aproximadamente
1 ppb o 0,001 ppm a aproximadamente 3.000 ppm) de mondxido de carbono. Preferentemente, la cantidad de
nitrogeno en la composiciéon gaseosa es aproximadamente 79 % en peso, la cantidad de oxigeno es
aproximadamente 21 % en peso y la cantidad de monoéxido de carbono es aproximadamente 0,0001 % a
aproximadamente 0,25 % en peso. La cantidad de CO es preferentemente al menos aproximadamente 0,001 %, por
ejemplo, al menos aproximadamente 0,005 %, 0,010 %, 0,02 %, 0,025 %, 0,03 %, 0,04 %, 0,05 %, 0,06 %, 0,08 %,
0,10 %, 0,15 %, 0,20 %, 0,22 %, o 0,24 % en peso. Intervalos preferidos incluyen aproximadamente 0,005 % a
aproximadamente 0,24 %, aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 0,22 %, aproximadamente 0,015 % a
aproximadamente 0,20 %, aproximadamente 0,08 % a aproximadamente 0,20 %, y aproximadamente 0,025 % a
aproximadamente 0,1 % en peso. Se observa que las composiciones de monéxido de carbono gaseosas que tienen
concentraciones de monoxido de carbono superiores al 0,3 % (tal como 1 % o mayor) pueden usarse durante cortos
periodos (por ejemplo, una o algunas inhalaciones), dependiendo de la aplicacion.

Puede usarse una composicién de mondéxido de carbono gaseosa para crear una atmésfera que comprende gas
monoxido de carbono. Puede crearse una atmdsfera que incluye niveles apropiados de gas mondxido de carbono,
por ejemplo, proporcionando un recipiente que contiene un gas presurizado que comprende gas monodxido de
carbono y liberando el gas presurizado del recipiente en una camara o espacio para formar una atmoésfera que
incluye el gas mondxido de carbono dentro de la camara o espacio. Alternativamente, los gases pueden liberarse en
un aparato que culmina en una mascara de respiracion o tubo de respiracion, creando asi una atmésfera que
comprende gas monoxido de carbono en la mascara de respiracion o tubo de respiracién, asegurando que el
paciente sea la Unica persona en la habitacion expuesta a niveles significativos de monoxido de carbono.

Los niveles de monéxido de carbono en una atmésfera pueden medirse o monitorizarse usando cualquier método
conocido en la técnica. Tales métodos incluyen deteccion electroquimica, cromatografia de gases, recuento de
radioisétopos, absorcion de infrarrojos, colorimetria y métodos electroquimicos basados en membranas selectivas
(véase, por ejemplo, Sunderman et al., Clin. Chem. 28:2026-2032, 1982; Ingi et al., Neuron 16:835-842, 1996). Los
niveles de monoéxido de carbono en sub-partes por millén pueden detectarse, por ejemplo, por cromatografia de
gases y recuento de radiois6topos. Ademas, se conoce en la técnica que los niveles de mondxido de carbono en el
intervalo sub-ppm pueden medirse en tejido bioldgico por un sensor de gases del infrarrojos medio (véase, por
ejemplo, Morimoto et al., Am. J. Physiol. Heart. Circ. Physiol 280:H482-H488, 2001). Los sensores de monoxido de
carbono y los sistemas de deteccion de gases estan ampliamente disponibles de muchas fuentes comerciales.

Preparacién de composiciones liquidas
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Una composicion de mondxido de carbono también puede ser una composiciéon de monéxido de carbono liquida. Un
liquido puede transformarse en una composicion de mondéxido de carbono por cualquier método conocido en la
técnica para hacer que los gases se disuelvan en liquidos. Por ejemplo, el liquido puede ponerse en una llamada
“estufa de incubacion de CO,” y exponerse a un flujo continuo de mondxido de carbono, preferentemente equilibrado
con diéxido de carbono, hasta que se alcance una concentracién deseada de monoéxido de carbono en el liquido.
Como otro ejemplo, puede “burbujearse” gas monoéxido de carbono directamente en el liquido hasta que se alcance
la concentracién deseada de monoxido de carbono en el liquido. La cantidad de mondéxido de carbono que puede
disolverse en una disolucion acuosa dada aumenta al disminuir la temperatura. Como otro ejemplo mas, un liquido
apropiado puede pasarse a través de un tubo que permite la difusion de gas, en el que el tubo pasa a través de una
atmodsfera que comprende mondxido de carbono (por ejemplo, utilizando un dispositivo tal como un oxigenador por
membrana extracorpérea). El mondéxido de carbono difunde en el liquido para crear una composicion de monoéxido
de carbono liquida.

Es probable que una composicién liquida tal pretenda introducirse en un animal vivo que estara a o
aproximadamente 37 °C en el momento en el que se introduce en el animal.

El liquido puede ser cualquier liquido conocido por aquellos expertos en la materia por ser adecuado para
administracion a pacientes, o preservar y/o lavar y/o perfundir 6rganos de interés (véase, por ejemplo, Oxford
Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University Press (1994)). En general, el liquido sera una
disolucion acuosa. Ejemplos de disoluciones apropiadas incluyen solucién salina tamponada con fosfato (PBS),
Celsior™, Perfadex™, disolucion de Collins, disolucion de citrato y disolucion de la Universidad de Wisconsin (UW)
(Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University Press (1994)). En una realizacion de la
presente invencion, el liquido es disolucién de Ringer, por ejemplo, disolucidon de Ringer con lactato, o cualquier otro
liquido que pueda usarse infundido en un paciente. En otra realizacion, el liquido incluye sangre, por ejemplo, sangre
completa.

Puede saturarse cualquier liquido adecuado a una concentracion fija de monoxido de carbono mediante difusores de
gas. Alternativamente, pueden usarse disoluciones previamente preparadas cuya calidad se ha controlado para
contener niveles fijos de mondxido de carbono. El control preciso de la dosis puede lograrse mediante mediciones
con una membrana impermeable a liquidos permeable a gases conectada a un analizador de monéxido de carbono.
Las disoluciones pueden saturarse a concentraciones eficaces deseadas y mantenerse a estos niveles.

Tratamiento de pacientes con composiciones de mondéxido de carbono

Un paciente puede tratarse con una composicion de monoéxido de carbono por cualquier método conocido en la
técnica de administrar gases y/o liquidos al paciente. Las composiciones de monoxido de carbono pueden
administrarse a un paciente diagnosticado con, o que se ha determinado que esta en riesgo de ileo, por ejemplo,
pacientes quirirgicos, que incluyen pacientes que experimentan SITx. La invencion contempla la administracion
sistémica de composiciones de monodxido de carbono liquidas o gaseosas a pacientes (por ejemplo, por inhalacion
y/o ingestion), y la administracion tépica de las composiciones al tubo gastrointestinal del paciente (por ejemplo, por
ingestion, insuflacion y/o introduccion en la cavidad abdominal).

Administracién sistémica de mondxido de carbono

Pueden administrarse composiciones de monoxido de carbono gaseosas por via sistémica a un paciente, por
ejemplo, a un paciente quirirgico o donante y/o a receptores de trasplante de intestino delgado. Las composiciones
de mondxido de carbono gaseosas normalmente se administran por inhalacion por la boca o fosas nasales a los
pulmones, donde el mondxido de carbono puede ejercer su efecto directamente o ser faciimente absorbido en la
circulacién sanguinea del paciente. La concentracion de compuesto activo (CO) utilizada en la composicion gaseosa
terapéutica dependera de las tasas de absorcion, distribucion, inactivacion y eliminacion (generalmente, por la
respiracion) del mondxido de carbono, ademas de otros factores conocidos para aquellos expertos en la materia.
También debe entenderse que, para cualquier sujeto particular, las pautas de dosificacion especificas deben
ajustarse con el tiempo, segun la necesidad individual y el criterio profesional de la persona que administra o
supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de concentracion expuestos en el presente
documento son solo a modo de ejemplo y no pretenden limitar el alcance o realizacién practica de la composicion
reivindicada. En la presente invencion se contempla la administracién aguda, sub-aguda y cronica, de mondéxido de
carbono, que depende, por ejemplo, de la gravedad o persistencia de ileo en el paciente. El monoéxido de carbono
puede administrarse al paciente durante un tiempo (incluyendo indefinidamente) suficiente para tratar la afeccion y
ejercer el efecto farmacoldgico o bioldgico previsto.

A continuacién se indican ejemplos de algunos métodos y dispositivos que pueden utilizarse para administrar a
pacientes composiciones de monoéxido de carbono gaseosas.

Respiradores
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El monoéxido de carbono de calidad médica (las concentraciones pueden variar) puede adquirirse mezclado con aire
u otro gas que contiene oxigeno en un tanque estandar de gas comprimido (por ejemplo, 21 % de O2, 79 % de Ny).
No es reactivo, y las concentraciones que se requieren para los métodos de la presente invenciéon estan muy por
debajo del intervalo de combustible (10 % en aire). En un ambito hospitalario, el gas supuestamente se administrara
al lado de la cama donde se mezclara con oxigeno o aire del hospital en una mezcladora a una concentracion
deseada en ppm (partes por millon). El paciente inhalara la mezcla de gases mediante un respirador, que se fijara a
una velocidad de flujo basandose en la comodidad y necesidades del paciente. Esto se determina por graficas
pulmonares (es decir, frecuencia respiratoria, volimenes corrientes, etc.). Pueden disefiarse mecanismo(s)
protegido(s) para prevenir que el paciente reciba innecesariamente mas de una cantidad deseada de monéxido de
carbono en el sistema de administracion. El nivel de monoéxido de carbono del paciente puede monitorizarse
estudiando (1) carboxihemoglobina (COHb), que puede medirse en sangre venosa, y (2) monodxido de carbono
exhalado recogido de un puerto lateral del respirador. La exposiciéon de monoéxido de carbono puede ajustarse
basandose en el estado de salud del paciente y basandose en los marcadores. Si fuera necesario, el mondxido de
carbono puede lavarse del paciente cambiando a inhalacion de 100 % de O.. El mondxido de carbono no se
metaboliza; asi, cualquiera que sea inhalado sera por ultimo lugar exhalado, excepto un porcentaje muy pequefio
que se convierte en CO,. El mondxido de carbono también puede mezclarse con cualquier nivel de O, para
proporcionar administracion terapéutica de monoxido de carbono sin afecciones hipdxicas relevantes.

Mascara y tienda facial

Se prepara una mezcla de gases que contiene mondxido de carbono como antes para permitir la inhalacion pasiva
por el paciente usando una mascara facial o tienda. La concentracion inhalada puede cambiarse y puede lavarse
cambiando simplemente a 100 % de O». La monitorizacion de los niveles de mondxido de carbono se produciria en o
cerca de la mascara o tienda con un mecanismo protegido que prevendria que se inhalara una concentracion
demasiado alta de mondxido de carbono.

Inhalador portatil

El monéxido de carbono comprimido puede envasarse en un dispositivo inhalador portatil e inhalarse en una dosis
medida, por ejemplo, para permitir el tratamiento intermitente de un receptor que no esta en un ambito hospitalario.
Podrian envasarse diferentes concentraciones de mondéxido de carbono en los recipientes. El dispositivo podrian ser
tan simple como un pequefio tanque (por ejemplo, menos de 5 kg) de CO apropiadamente diluido con una valvula
todo-nada y un tubo del que el paciente toma una bocanada de CO segun una pauta estandar o segun se necesite.

Pulmén artificial intravenoso

Puede usarse un pulmon artificial (un dispositivo de catéter para el intercambio de gas en la sangre) disefiado para
la administracion de O, y eliminacién de CO; para la administracion de monéxido de carbono. El catéter, cuando se
implanta, reside en una de las grandes venas y seria capaz de administrar mondxido de carbono a concentraciones
dadas tanto para administracién sistémica como en un sitio local. La administracion puede ser una administracion
local de una alta concentracién de mondéxido de carbono durante un corto periodo de tiempo en el sitio del
procedimiento, por ejemplo, en proximidad al intestino delgado (esta alta concentracién se diluiria rapidamente en la
circulacién sanguinea), o una exposicion relativamente mas larga a una menor concentracion de monodxido de
carbono (véase, por ejemplo, Hattler et al., Artif. Organs 18(11):806-812 (1994); y Golob et al., ASAIO J., 47(5):432-
437 (2001)).

Camara normobarica

En ciertos casos, se desearia exponer al paciente completo a monéxido de carbono. El paciente estaria dentro de
una camara estanca al aire que seria inundada con monoxido de carbono (a un nivel que no pone en peligro al
paciente, o a un nivel que posee un riesgo aceptable sin el riesgo de exponer a testigos). Tras completarse la
exposicion, la camara podria lavarse con aire (por ejemplo, 21 % de O, 79 % de N) y podrian analizarse muestras
por analizadores de mondéxido de carbono para garantizar que no queda monoxido de carbono antes de permitir que
el paciente salga del sistema de exposicion.

Administracién sistémica de composiciones de CO liquidas

La presente invencién contempla adicionalmente que pueden crearse composiciones de CO liquidas para
administracion sistémica a un paciente, por ejemplo, por infusidn en un paciente. Por ejemplo, pueden infundirse
composiciones de CO liquidas, tales como disolucion de Ringer saturada con CO, en un paciente antes, durante y/o
después de un procedimiento quirdrgico. Alternativamente o ademas, puede infundirse sangre completa (o parcial)
parcialmente o completamente saturada con CO al paciente. La presente invenciéon también contempla que pueden
utilizarse agentes que pueden administrar dosis de CO gas o liquido (por ejemplo, gomas, cremas, pomadas o
parches que liberan CO).
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Tratamiento tépico del tubo gastrointestinal con monéxido de carbono

Alternativamente o ademas, las composiciones de mondxido de carbono pueden aplicarse directamente al tubo
gastrointestinal, por ejemplo, al interior y/o exterior del tubo gastrointestinal entero, o a cualquier porcién del mismo.
Una composicion gaseosa puede aplicarse directamente al tubo gastrointestinal de un paciente, por ejemplo, un
paciente quirirgico o donante o receptor de trasplante de intestino delgado, por cualquier método conocido en la
técnica para insuflar gases en un paciente. Por ejemplo, frecuentemente se insuflan gases, por ejemplo, diéxido de
carbono, en el tubo gastrointestinal y la cavidad abdominal de pacientes para facilitar el examen durante
procedimientos endoscopicos y laparoscopicos, respectivamente (véase, por ejemplo, Oxford Textbook of Surgery,
Morris and Malt, Eds., Oxford University Press (1994)). El médico habitual apreciara que podrian usarse
procedimientos similares para administrar composiciones de mondxido de carbono directamente al tubo
gastrointestinal de un paciente. Se contempla que la presente invencion puede aplicarse para ayudar a prevenir ileo
resultante de laparoscopia y endoscopia, por ejemplo, colonoscopia y esofagogastroduodenoscopia.

También pueden administrarse composiciones de monodxido de carbono acuosas tépicamente al tubo
gastrointestinal de un paciente. Formas acuosas de las composiciones pueden administrarse por cualquier método
conocido en la técnica para administrar liquidos a pacientes. Al igual que con composiciones gaseosas, pueden
aplicarse composiciones acuosas directamente al interior y/o exterior del tubo gastrointestinal. Por ejemplo, la forma
acuosa puede administrarse por via oral, por ejemplo, haciendo que el paciente ingiera una dosis encapsulada o sin
encapsular de la composicion de monoéxido de carbono acuosa. Como otro ejemplo, pueden inyectarse liquidos, por
ejemplo, soluciones salinas que contienen CO disuelto, en el tubo gastrointestinal y la cavidad abdominal de
pacientes durante procedimientos endoscopicos y laparoscoépicos, respectivamente. En el contexto de SITx, pueden
realizarse exposiciones in situ por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, lavando in situ el érgano
con una composicion de monoxido de carbono liquida antes de extraerlo del donante (véase Oxford Textbook of
Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University Press (1994)).

Preservaciéon de 6rganos para trasplante de intestino delgado ex vivo

Las composiciones de mondxido de carbono pueden usarse para tratar pacientes que se someten a trasplante de
cualquier porcién del tubo gastrointestinal, por ejemplo, trasplante del intestino delgado (SITx). En el contexto de los
procedimientos de trasplante, las composiciones de mondéxido de carbono pueden usarse para tratar donantes,
receptores y/o el propio érgano en cualquier etapa del proceso de recogida, almacenamiento y trasplante del 6rgano.
Un drgano gastrointestinal puede recogerse de un donante, tratarse con una composicién de mondxido de carbono
ex vivo segun la presente invencion y trasplantarse en un receptor. Alternativamente o ademas, el érgano puede
tratarse in situ, mientras que todavia esta en el donante. Opcionalmente, una composicién de monéxido de carbono
puede administrarse al receptor antes de, durante y/o después de la cirugia: por ejemplo, después de reperfundirse
el érgano con la sangre del receptor. La composicion de monéxido de carbono puede administrarse al donante antes
de o durante el proceso de recogida del 6rgano del donante.

La exposicion ex vivo del intestino delgado (o porcidon del mismo) a monodxido de carbono puede producirse
exponiendo el intestino delgado a una atmdésfera que comprende gas monoxido de carbono, a una composicion de
monoxido de carbono liquida, por ejemplo, un perfundido liquido, disolucién de almacenamiento, o disolucion de
lavado que tiene mondxido de carbono disuelto en ella, o ambos.

La exposicion del intestino delgado a composiciones gaseosas de monodxido de carbono puede realizarse en
cualquier camara o area adecuada para crear una atmosfera que incluye niveles apropiados de gas mondxido de
carbono. Tales camaras incluyen, por ejemplo, estufas de incubacién y camaras construidas con el fin de acomodar
un o6rgano en una disolucion de preservacion. Una camara apropiada puede ser una camara en la que solo los
gases alimentados en la camara estan presentes en la atmoésfera interna, de forma que la concentracion de
monoxido de carbono puede establecerse y mantenerse a una concentracion y pureza dadas, por ejemplo, si la
camara es estanca al aire. Por ejemplo, puede usarse una estufa de incubaciéon de CO; para exponer un érgano a
una composicion de monoxido de carbono, en la que el gas monoéxido de carbono se suministra en un flujo continuo
de un recipiente que contiene el gas.

La exposicion de un 6rgano a una composicion de monoxido de carbono liquida puede realizarse ex vivo por
cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, la exposicion puede realizarse ex vivo en cualquier camara o
espacio que tenga volumen suficiente para sumergir el 6rgano, completamente o parcialmente, en la composicién de
monoxido de carbono. Como otro ejemplo, el érgano puede exponerse a una composicion de monoxido de carbono
colocando el érgano en cualquier recipiente adecuado y haciendo que la composicion de monéxido de carbono
“lave” el 6rgano, de forma que el 6rgano se expone a un flujo continuo de la composiciéon de mondxido de carbono.

Como otro ejemplo, el 6rgano puede perfundirse con una composicion de mondéxido de carbono. El término
“perfusion” es un término reconocido en la materia y se refiere al paso de un liquido, por ejemplo, una composiciéon
de monoxido de carbono, a través de los vasos sanguineos del 6rgano. Con respecto al tubo gastrointestinal, el
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término incluye lavar la luz intestinal con una composicion de mondxido de carbono. Métodos para perfundir 6rganos
ex vivo e in situ son muy conocidos en la técnica. Un 6rgano puede perfundirse con una composicion de monoéxido
de carbono ex vivo, por ejemplo, por perfusion con maquina hipotérmica continua (véase Oxford Textbook of
Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University Press (1994)). Opcionalmente, en perfusiones in situ o ex vivo, el
organo puede perfundirse con una disolucién de lavado, por ejemplo, disolucion UW sin mondéxido de carbono, antes
de la perfusion con la composicion de monoxido de carbono, para eliminar la sangre del donante del 6rgano. Podria
realizarse un proceso tal para evitar la competicion por el monéxido de carbono por la hemoglobina del donante.
Como otra opciodn, la disolucién de lavado puede ser una composicién de monoéxido de carbono.

Como otro ejemplo, el érgano puede colocarse, por ejemplo, sumergirse, en un medio o disolucidon que no incluye
monoxido de carbono, y colocarse en una camara de forma que el medio o disoluciéon pueda transformarse en una
composicion de monoxido de carbono mediante exposicidon a una atmésfera que contiene monéxido de carbono
como se describe en el presente documento. Como otro ejemplo auln, el drgano puede sumergirse en un liquido que
no incluye monoxido de carbono, y el monéxido de carbono puede entonces “burbujearse” en el liquido.

Puede recogerse un intestino delgado de un donante y trasplantarse por cualquier método conocido para aquellos
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Oxford Textbook of Surgery, Morris and Malt, Eds., Oxford University
Press (1994)). El médico habitual reconocera que los métodos para trasplantar y/o recoger érganos para trasplante
pueden variar dependiendo de muchas circunstancias, tales como la edad del donante/receptor.

La presente invencion contempla que cualquiera o todos de los métodos anteriores para exponer un 6érgano a una
composicion de mondéxido de carbono liquida, por ejemplo, lavado, inmersion o perfusion, pueden usarse en un
procedimiento dado, por ejemplo, usarse en un procedimiento de SITx Unico.

Uso de hemoxigenasa-1 y otros compuestos

También se contempla por la presente invencion la induccién o expresion de hemoxigenasa-1 (HO-1) conjuntamente
con la administracién de monoéxido de carbono. En el contexto de SITx, la HO-1 puede inducirse opcionalmente en el
organo, el donante del 6rgano, el receptor, o los tres, conjuntamente con la administraciéon de mondéxido de carbono.
Por ejemplo, puede inducirse HO-1 en el donante, por ejemplo, antes de o durante la extirpacion del 6rgano, en el
organo ex vivo y/o en el receptor antes de, durante, o tras el trasplante. En el contexto de otras intervenciones (es
decir, no relacionadas con el trasplante) que probablemente producen ileo, la HO-1 se induciria en el intestino poco
antes, durante, o poco después de la intervencidon. Como se usa en el presente documento, el término “inducir
(inducido)” significa producir un aumento de la produccién de una proteina, por ejemplo, HO-1, en células aisladas o
las células de un tejido, 6rgano o animal usando el gen enddégeno de las propias células (por ejemplo, no
recombinante) que codifica la proteina.

HO-1 puede inducirse en un paciente por cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, la produccion de
HO-1 puede inducirse por hemina, por protoporfirina de hierro, o por protoporfirina de cobalto. Una variedad de
agentes no hemo que incluyen metales pesados, citocinas, hormonas, 6xido nitrico, COCl,, endotoxina y choque
térmico también son fuertes inductores de la expresion de HO-1 (Otterbein et al., Am. J. Physiol. Lung Cell Mol.
Physiol. 279:L1029-L1037, 2000; Choi et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 15:9-19, 1996; Maines, Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 37:517-554, 1997; y Tenhunen et al., J. Lab. Clin. Med. 75:410-421, 1970). HO-1 también se
induce altamente mediante una variedad de agentes y condiciones que crean estrés oxidativo, que incluyen perdxido
de hidrogeno, eliminadores de glutation, irradiacién con UV e hiperoxia (Choi et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 15:
9-19,1996; Maines, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 37:517-554, 1997; y Keyse et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:99-103, 1989). Una “composicion farmacéutica que comprende un inductor de HO-1" significa una composicion
farmacéutica que contiene cualquier agente que pueda inducir HO-1 en un paciente, por ejemplo, cualquiera de los
agentes descritos anteriormente, por ejemplo; hemina, protoporfirina de hierro y/o protoporfirina de cobalto.

La expresion de HO-1 en una célula puede aumentarse mediante transferencia génica. Como se usa en el presente
documento, el término “expresar (expresado)”’ significa producir una elevada produccion de una proteina, por
ejemplo, HO-1 o ferritina, en células aisladas o las células de un tejido, érgano o animal usando un gen
exogenamente administrado (por ejemplo, un gen recombinante). La HO-1 o ferritina es preferentemente de la
misma especie (por ejemplo, humana, raton, rata, etc.) que el receptor, con el fin de minimizar cualquier reaccion
inmunitaria. La expresion podria accionarse por un promotor constitutivo (por ejemplo, promotores del
citomegalovirus) o un promotor especifico de tejido (por ejemplo, promotor del suero de la leche para células
mamarias o promotor de albumina para células del higado). Un vector de terapia génica apropiado (por ejemplo,
retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados (AAV), virus de la viruela (por ejemplo, variolovacuna), virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus minimo de ratones, virus de la hepatitis B, virus de la gripe, virus del
herpes simple-1 y lentivirus) que codifica HO-1 o ferritina se administraria al paciente por via oral, por inhalacién, o
mediante inyeccion en la pared intestinal, luz intestinal o cavidad abdominal en cualquier momento antes, durante
y/o después del procedimiento de induccién de ileo, por ejemplo, aproximadamente 24 horas o inmediatamente
antes del procedimiento de induccion de ileo. Similarmente, pueden administrarse vectores plasmidicos que
codifican HO-1 o apo-ferritina, por ejemplo, como ADN desnudo, en liposomas, o en microparticulas.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 546 280 T3

Ademas, la proteina HO-1 exdgena puede administrarse directamente a un paciente por cualquier método conocido
en la técnica. La HO-1 exdgena puede administrarse directamente ademas de, o como alternativa, a la induccién o
expresion de HO-1 en el paciente como se ha descrito anteriormente. La proteina HO-1 puede administrarse a un
paciente, por ejemplo, en liposomas, y/o como una proteina de fusion, por ejemplo, como una proteina de fusion de
TAT (véase, por ejemplo, Becker-Hapak et al., Methods 24:247-256, 2001).

Alternativamente o ademas, cualquiera de los productos del metabolismo por HO-1, por ejemplo, bilirrubina,
biliverdina, hierro y/o ferritina, puede administrarse a un paciente conjuntamente con monéxido de carbono con el fin
de prevenir o tratar ileo. Ademas, la presente invencion contempla que moléculas de unién a hierro distintas de
ferritina, por ejemplo, desferoxamina (DFO), hierro dextrano y/o apoferritina, pueden administrarse al paciente.
Adicionalmente aun, la presente invencion contempla que, enzimas (por ejemplo, biliverdina reductasa) que
catalizan la degradacioén de cualquiera de estos productos, pueden inhibirse para crear/potenciar el efecto deseado.
Cualquiera de lo anterior puede administrarse, por ejemplo, por via oral, intravenosa, intraperitoneal, o por
administracion directa al interior o exterior del intestino.

La presente invencién contempla que los compuestos que liberan CO en el cuerpo después de la administracion del
compuesto (por ejemplo, compuestos que liberan CO, por ejemplo, compuestos que liberan CO fotoactivables), por
ejemplo, dimanganeso decacarbonilo, dimero de tricarbonilo-diclororutenio (Il) y cloruro de metileno (por ejemplo, a
una dosis de entre 400 y 600 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 500 mg/kg), también pueden usarse en los
métodos de la presente invencion, ya que puede sustituirse la carboxihemoglobina y hemoglobina donante de CO.

La administracion cualquiera de los anteriores puede administrarse a un paciente de cualquier modo, por ejemplo,
por administracién oral, intravenosa o intrarterial. Cualquiera de los compuestos anteriores puede administrarse al
paciente localmente y/o sistémicamente, y en cualquier combinacion.

La presente invencion contempla adicionalmente tratar ileo administrando CO al paciente en combinacién con
estimulacion funcional del tubo digestivo del paciente, por ejemplo, administrando ablandadores de heces, laxantes
y/o lubricantes al paciente; y/o por hidratacion intravenosa y/o descompresion nasogastrica. EI CO puede
administrarse en combinacion con cualquier otro método conocido o compuesto para tratar ileo.

La invencion se ilustra en parte por los siguientes ejemplos, que no deben considerarse como limitantes de la
invencion de ningdn modo.

Ejemplo 1. Efecto protector del mondxido de carbono para ileo inducido por trasplante

Animales

Se adquirieron ratas LEW (RT1) macho puras que pesaban 200-300 gramos de Harlan Sprague Dawley, Inc.
(Indianapolis, IN) y se mantuvieron en un animalario de flujo laminar en la Universidad de Pittsburgh. Los animales
se alimentaron con una dieta estandar a voluntad.

Trasplante de intestino delgado

Para determinar si el CO es protector contra ileo asociado a trasplante de intestino delgado, se realizé SITx
ortotopico en ratas Lewis singénicas. El SITx con drenaje cavo se realizé6 usando un procedimiento previamente
descrito. Se aisl6 todo el intestino delgado del donante desde el ligamento de Treitz hasta la valvula ileocecal sobre
un colgajo vascular que consistia en la vena porta y en la arteria mesentérica superior en comunidad con un
segmento de aorta. El injerto se perfundié mediante el segmento adrtico con 5 ml de disolucion de Ringer con lactato
enfriada, y se irrigé la luz intestinal con 20 ml de solucién salina fria que contenia 0,5 % de sulfato de neomicina
(Sigma, St. Louis, MO). Se realizaron anastomosis de extremo a lado entre la aorta del injerto y la aorta infrarrenal
del receptor, y entre la vena porta del injerto y la vena cava del receptor, con sutura 10-0 de Novafil ™. El tiempo de
isquemia fria fue 1 hora. Se extrajo el intestino entero del receptor y la continuidad entérica se restaurd por
anastomosis intestinal de extremo a extremo proximal y distal. Los animales receptores se administraron con 20
mg/dia de nafato de cefamandol profilactico durante 3 dias posoperatorios. Se dio agua a los receptores
trasplantados 3 horas después de la cirugia, y se alimentaron 24 horas después de la cirugia.

Grupos experimentales

En este estudio se examinaron cuatro grupos de animales, dos de los cuales recibieron una SITx. El grupo 1
consistio en ratas normales sin operar. Los animales del grupo 2 se expusieron a CO sin cirugia. En el grupo 3, se
realizaron SITx singénicas y los receptores se mantuvieron en aire ambiental. El grupo 4 consistié en receptores de
SITx que se colocaron en la camara de CO durante 1 hora antes de la cirugia y luego volvieron a re-exponerse a CO
inmediatamente tras la cirugia hasta que se sacrificaron. En ambos grupos 3 y 4, ratas LEW normales sirvieron de
donantes.
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Exposicion a CO

Los animales se expusieron a CO a una concentracion de 250 ppm. Brevemente, se mezclé 1 % de CO en aire con
aire (21 % de oxigeno) en un C|I|ndro de mezcla de acero inoxidable y a continuacion se dirigié a una camara de
exposicién de vidrio de 3,70 ft* a una velocidad de flujo de 12 /min. Se usé un analizador de CO (Interscan,
Chatsworth, CA) para medir niveles de CO continuamente en la camara. Las concentraciones de CO se mantuvieron
a 250 ppm en todo momento. Los animales se suministraron con comida y agua durante las exposiciones.

Estudios funcionales

El efecto del tratamiento con CO sobre la dismotilidad intestinal en injertos trasplantados se evalué tanto in vitro
como in vivo. Se recogieron tejidos 24 o 48 horas posoperatoriamente, que se ha mostrado que son los momentos
de tiempo durante los cuales alcanza un pico la dismotilidad inducida por trasplante. Se midi6 la actividad mecanica
del musculo circular in vitro como se ha descrito previamente (Eskandari et al., Am. J. Physiol. 273(3 Pt 1):G727-34
(1997)). Las ratas se anestesiaron y se sacrificaron por desangrado 24 horas posoperatoriamente. Un segmento del
yeyuno medio se sujeté con alfileres en una placa de diseccion revestlda con Sllgaard”" que contenia tampon
Krebs-Ringer-bicarbonato previamente oxigenado (KRB; en mM: Na* 137,4, K* 5,9, Ca** 2,5, Mg®* 1,2, CI" 134, HCO3s™
15,5, HoPO4™ 1,2 y glucosa 11,5) que se equilibré con 97 % de O2/3 % de CO.. El intestino se abrié a lo largo de la
frontera mesentérica y se extrajo la mucosa arrancando con pinzas finas. Se cortaron tiras de espesor completo de
musculo (1 x 6 mm) paralelas a la capa de musculo circular. Las tiras de musculo se montaron en camaras de
o6rganos mecanicas horizontales estandar que se perfundieron continuamente con KRB previamente oxigenado
mantenido a 37 °C. Un extremo de cada tira se unié por atadura a un poste fijo y el otro a un transductor de fuerza
isométrica (WPI, Sarasota, FL). Se dejo que las tiras se equilibraran durante 1 hora, después de lo cual se estiraron
incrementalmente hasta la longitud a la que se produjo la maxima contraccién espontanea (L,). Después de un
segundo periodo de equilibracion de 30 minutos, se generaron curvas de contractilidad-respuesta exponiendo los
tejidos a concentraciones crecientes del agonista muscarinico betanecol (0,3 a 300 uM) durante 10 minutos, seguido
de un periodo de lavado de 10 minutos. La actividad contractil se calculd integrando el area balo el trazo, se
normalizé conV|rt|endo el peso y la longitud de la tira a milimetros cuadrados de tejido (1,03 mg/mm®) y se informd
como g/s/mm?>.

Se midié el transito intestinal en controles y animales manipulados 48 horas posoperatoriamente evaluando la
distribucion intestinal de dextrano marcado con fluoresceina (Molecular Probes). Los animales se sedaron
ligeramente con isoflurano inhalado y se alimentaron por via oral con dextrano marcado (200 yl de 6 mg/ml en
solucion salina). Dos horas después de la administracion, el animal se sacrificod y se recogio el intestino entero desde
el estobmago hasta el colon distal. Se abrieron el contenido del estdémago, intestino delgado (dividido en 10
segmentos de longitud igual), ciego y colon (3 segmentos; proximal, intermedio y distal), se colocaron en 2 ml de
solucion salina y se agitaron vigorosamente con vortex para liberar el dextrano presente en cada segmento.
Después de la sedimentacion del tejido intestinal y quimo, alicuotas del sobrenadante se leyeron por duplicado en un
lector de placas (CytoFluor Il; longitud de onda de excitacién 530 nm y emision 590 nm) para la cuantificacion de la
sefial de fluorescencia en cada segmento del intestino. Entonces se representd una mediana del histograma de la
sefial de fluorescencia para demostrar cambios en la distribucion de dextrano marcado entre grupos experimentales.
El transito intestinal se determino para analisis estadistico calculando el centro geométrico (CG).

Estudios morfolégicos

Estudio histopatolégico

Se fijaron injertos del intestino delgado en 10 % de formalina tamponada y se incorporaron en parafina. Las
secciones se cortaron a un espesor de 4 ym y se tifieron con hematoxilina y eosina.

Histoquimica de mieloperoxidasa

Se prepararon montajes completos de musculo a partir del intestino delgado intermedio recogido 24 horas
posoperatorlamente Los segmentos de intestino se sumergieron en KRB en una placa de vidrio revestida con
Sllgaard y se sujetaron con alfileres sin estirar a lo largo de la frontera mesentérica. La longitud y anchura de los
segmentos se midieron con un compas calibrador. Entonces se abrio el colon a lo largo de la frontera mesentérica y
se estird hasta el 150 % de la longitud y el 250 % de la anchura. Se eliminaron la mucosa y submucosa usando
pinzas finas, y el tejido restante se fij6 en 100 % de etanol desnaturalizado durante 30 minutos. Después de lavar
varias veces con PBS, el tejido se tratdé con reactivo de Hanker-Yates para la detecciéon de neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) que presentaban actividad de mieloperoxidasa (MPO) (Sheibani et al., Am. J. Clin. Pathol.
75(3):367-70 (1981)). Los tejidos se montaron sobre portaobjetos de vidrio usando GeI/Mount (Biomedia Corp.,
Foster City, CA), se cubrieron con cubreobjetos y se inspeccionaron por microscopia optica (Nikon FXA, Fryer,
Huntley, IL) a un aumento de 200x. Los numeros de PMN positivos para MPO que infiltran los musculos externos se
determinaron de las cifras medias recogidas de cinco a seis campos Opticos adyacentes centrados entre las
fronteras mesentérica y antimesentérica.
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Estudios de biologia molecular
Ensayo de proteccion de RNasa (RPA)

Para investigar el analisis secuencial de la expresion de ARNm de citocinas en la mucosa y musculo, se realizo el
ensayo de proteccion de RNasa con el kit Riboquant™ (Pharmingen) segun el protocolo del fabricante. Se
sintetizaron multiples sondas de ARN antisentido radiomarcadas usando un kit de transcripcion in vitro y el conjunto
de molde de multi-sonda de citocina de rata (rCK-1), que incluyé sondas para citocinas (interleucina (IL)-1a, IL-18,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TNF-a, TNF-B y IFN-y) y genes de mantenimiento (L32 y GAPDH). Se hibridaron
sondas marcadas con **P (8,0 x 10° cpm) y ARN de muestra (5 pg) a 56 °C durante 12-16 horas, y ARN
monocatenarios que incluyen sondas de ARN antisentido se digirieron usando el kit RPA (Pharmingen). Las sondas
protegidas se cargaron sobre un 40 % de gel de poliacrilamida. La autorradiografia se realiz6 usando un sistema
Phosphorimager™ (Molecular Dynamics, Krefeld, Alemania). La cuantificacion de la radiactividad de bandas de
ARNm se realizdé con NIH Imagen, se normaliz6 a GAPDH y se expresdé como una relacion de citocina /GAPDH
(n=3-4).

RT-PCR en tiempo real con SYBR Green

Los efectos de la inhalacion de CO sobre la expresion génica pro-inflamatoria y antiinflamatoria inducida por
trasplante se evaluaron en extractos de musculo por RT-PCR. Se recogié musculo externo de intestino normal e
injertos trasplantados 4 horas posoperatoriamente y se congelaron criogénicamente en nitrégeno liquido. Este
momento de tiempo entra dentro del intervalo de la maxima expresion del mediador inflamatorio que se produce
entre 3 y 6 horas tras la incisién abdominal. Se realiz6 extraccion de ARN total usando el método de extraccion con
tiocianato de guanidinio fenol-cloroformo como se ha descrito previamente (Eskandari et al., Am. J. Clin. Pathol.
75(3):367-370 (1997)). Los sedimentos de ARN se resuspendieron en disolucion de resuspension segura para ARN
(Ambion Inc., Austin, TX), seguido de eliminacion de ADN posiblemente contaminante mediante tratamiento con
DNasa | (kit DNA-Free, Ambion Inc., Austin, TX). Se cuantificaron alicuotas iguales (5 ug) de ARN total de cada
muestra mediante espectrofotometria (longitud de onda 250 nm) y se tomaron alicuotas a una concentracion de 40
ng/ul. La expresion de ARNm pico se cuantifico por duplicado por RT-PCR en tiempo real de dos etapas con SYBR
Green. Se us6 GAPDH como referencia endégena. ARN en alicuotas se sometio a sintesis de ADN complementario
(ADNc) de la primera hebra usando hexameros al azar (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) y Super Script Il
(Life Technologies, Rockville, MD). Las secuencias de cebadores se obtuvieron de la bibliografia o se disefiaron
segun secuencias publicadas (Tabla 1). Se prepar6 una mezcla de reaccion de PCR usando reactivos SYBR Green
PCR Core (PE Applied Biosystems). Cada muestra se estimé por duplicado usando las condiciones recomendadas
por el fabricante. La reaccion se incubd a 50 °C durante 2 min para activar la uracil N'-glicosilasa y a continuacion
durante 12 min a 95 °C para activar la polimerasa Amplitag Gold™ seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 15 s y 60
°C durante 1 min en un sistema de deteccidon de secuencias ABI PRISM 7700™ (PE Applied Biosystems, Foster
City, CA). Los datos de PCR en tiempo real se representaron como la sefal de fluorescencia AR, frente al nimero
de ciclos. Se fij6 un umbral arbitrario para la porcion lineal intermedia de la representacion de ciclos por log AR,. El
ciclo umbral (Ct) se definié como el numero de ciclos al que AR, cruza este umbral. La cuantificacion de la expresion
de ARNm se normalizé a GAPDH y se calculd con respecto al control usando el método comparativo de Cr
(Schmittgen et al., J. Biochem. Biophys. Methods 46(1-2):69-8 (2000)).

Para excluir la amplificacién por PCR de ADN genémico contaminante, controles negativos con RT (muestras que
contienen ARN que no se transcribié de forma inversa) se incluyeron en cada reaccion de PCR. Se realizaron
analisis de la curva de fusion para cada reaccion para garantizar la amplificacion del producto especifico. Ademas,
los cebadores se sometieron a electroforesis en gel para confirmar la ausencia de bandas no especificas y para
confirmar que los amplicones fueron del tamafo correcto. La eficiencia de la amplificacion por PCR de ADNc diana
se examind para medir la colinealidad de la dilucién: se realizaron diluciones sucesivas triples de ADNc por
triplicado. Las curvas patron se generaron representando el valor de Cr contra el nimero de copias de entrada
relativo. Se consideré que las pendientes de las curvas patrén de -3,2 + 0,3 con coeficientes de correlacion de 0,99
eran aceptables, teniendo eficiencias correspondientes del 100 + 10 %.
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Tabla 1. Resumen de cebadores

Cebador Secuencia 5'a 3' SEC Fuente
ID N°

GAPDH | ATGGCACAGTCAAGGCTGAGA 1 NM_017008
CGCTCCTGGAAGATGGTGAT 2

IL-6 GCCCTTCAGGAACAGCTATGA 3 M26744
TGTCAACAACATCAGTCCCAAGA 4

IL-1B CACCTCTAAGCAGAGCACAG 5 Li& Wang, Brain Research Protocols 2000;
GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC 6 5, 211-217

TNFa GGTGATCGGTCCCAACAAGGA 7 Fink et al. Nature Med 1998; 4: 1329-1333.
CACGCTGGCTCAGCCACTC 8

ICAM-1 CGTGGCGTCCATTTACACCT 9 NM_012967
TTAGGGCCTCCTCCTGAGC 10

iNOS GGAGAGATTTTTCACGACACCC 11 NM_012611
CCATGCATAATTTGGACTTGCA 12

COX-2 CTCTGCGATGCTCTTCCGAG 13 AF233596
AAGGATTTGCTGCATGGCTG 14

IL-10 TGCAACAGCTCAGCGCA _ 15 Harness et al., J. Neurol. Sci. 2001; 187,7-
GTCACAGCTTTCGAGAGACTGGAA 16 16.

Transferencia Northern de HO-1

Se realiz6 transferencia Northern como se ha descrito previamente (Camhi et al. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.
13:387-398 (1995)). Brevemente, 10 ug de ARN total extraidos del tejido como se ha descrito anteriormente se
sometieron a electroforesis en un 1 % de gel de agarosa y a continuacién se transfirieron a membranas de nailon por
accion capilar. A continuacion, las membranas de nailon se prehibridaron en tampén de hibridacion [1 % de
albumina de suero bovino (BSA), 7 % de SDS, tampén PO, 0,5 M, pH 7,0, y EDTA 1 mM] a 65 °C durante 2 h,
seguido de hibridacion con sondas de oligonucledtidos de ADNc de HO-1 de rata marcado con **P, L-ferritina de rata
marcada con *2P o de H-ferritina de rata marcada con 2P a 65 °C durante 24 h. Entonces, las membranas de nailon
se lavaron en tampoén A (0,5 % de BSA, 5 % de SDS, tampén PO4 40 mM, pH 7,0, y EDTA 1 mM) durante 15 min
dos veces a 65 °C, seguido de lavados en tampon B (1 % de SDS, tampén PO4 40 mM, pH 7,0, y EDTA 1 mM)
durante 15 min tres veces a 65 °C.

Sonda de ADNc de HO-1

El Dr. S. Shibahara de la Universidad de Tohoku (Sendai, Japén) proporcion6 amablemente un ADNc de rata de
longitud completa (pHO1). pHO1 se subclond en el vector pBluescript, y se realizé una digestién con Hindlll/EcoRlI
para aislar el inserto de ADNc de HO-1 de 0,9 kb del vector pBluescript. Para controlar la variacion en cualquier
cantidad de ARN en diferentes muestras o errores de carga, se hibridaron transferencias con una sonda de
oligonucledtidos correspondiente al ARNr 18S. Se sintetiz6 un oligonucleétido de 24 pares de bases (5'-
ACGGTATCTGATCGTCTTCGAACC-3'; SEC ID N°: 17) complementario al ARN 18S usando un sintetizador de ADN
(Applied Biosystems, Foster City, CA). EI ADNc de HO-1 se marco con [**P]-CTP usando el kit de cebadores
aleatorios de Boehinger Mannheim (Mannheim, Alemania). Todas las sondas de oligonucleétidos se marcaron con
[32P]-ATP en el extremo 3' con desoxinucleotidiliransferasa terminal (Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg,
MD). Se compararon las sefiales de las autorradiografias con ARNr 18S obtenido de la misma transferencia.

Determinacion de niveles de citocinas en suero

Se tomaron muestras de suero secuencialmente 1, 4 y 24 horas después de la reperfusion y se guardaron a -80 °C
hasta la evaluacién. Las concentraciones de citocinas en suero, que incluyen IL-6, IL-10 y TNFa, se determinaron
usando kits de enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) de rata como se describe por el fabricante (R & D,
Cambridge, MA).

Medicion de niveles de nitrito/nitrato en suero
Para monitorizar los productos finales estables del metabolismo del NO, se midieron los niveles de nitrito/nitrato en
suero 1, 4 y 24 h usando un kit de prueba comercialmente disponible (Cayman, Ann Arbor, Ml) y se cuantificaron

segun las indicaciones del fabricante. En este sistema de ensayo, el nitrato se reduce a nitrito usando nitrato
reductasa, y la concentracion de nitrito de la muestra se mide posteriormente usando la reaccion de Griess.
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Cultivo de células de musculo

Se extrajo el intestino delgado de ratas de control y trasplantadas (bajo condiciones estériles) 24 horas
posoperatoriamente. El colon se dej6 in situ. El intestino se transfirié a un vaso de precipitados estéril que contenia
solucion salina equilibrada de Hank (Sigma, St. Louis, MO) con 200 U/ml de penicilina G y 200 pg/ml de
estreptomicina (HBSS). Se aislaron los musculos como se ha descrito anteriormente y se transfirieron sobre gasa
estéril. Se determind el peso humedo de las muestras, y se crearon alicuotas de 150-200 miligramos de tejido. Los
tejidos se lavaron dos veces en HBSS. Las alicuotas se transfirieron a placas de cultivo de pocillos de 35 milimetros
que contenian 3 ml de DMEM libre de suero que contenia penicilina/estreptomicina, como antes, y se incubaron
durante 24 h en una estufa de incubacién con 5 % de CO, a 37 °C. Después del periodo de incubacion, alicuotas de
1 ml de sobrenadante se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80 °C. Los niveles de proteinas citocinas
se midieron por ELISA y se normalizaron al peso humedo del tejido. Se usaron kits de ELISA comercialmente
disponibles segun las instrucciones del fabricante.

Andlisis de datos

Los resultados se expresan como media mas o menos el error estandar de la media (EEM). El analisis estadistico se
realizé usando la prueba de la t de Student o analisis de variaciones (ANOVA) cuando corresponda. Un nivel de
probabilidad de p<0,05 se considerd estadisticamente significativo.

CO suprime el desarrollo de disfuncion intestinal asociada a SITx

Se investigaron los efectos de SITx y el tratamiento con CO sobre la contractilidad de musculo circular del intestino
delgado espontanea y estimulada con betanecol en experimentos en bafio de érganos in vitro. Los tejidos se
recogieron 24 horas después de la reperfusion del injerto intestinal trasplantado. Tiras de musculo de intestino de
control generaron contracciones regulares (datos no mostrados). El tratamiento con CO durante 24 horas no tuvo
efecto sobre la actividad contractil espontanea en ratas de control sin operar (datos no mostrados). Después de
SITx, la actividad contractil espontanea se perdié (datos no mostrados). El tratamiento con CO restauré la actividad
contractil espontanea en ratas trasplantadas (datos no mostrados).

La adicion de betanecol (0,3 a 300 uM) al perfusado del bafio provocé contracciones ténicas dependientes de la
concentracion. Las respuestas contractiles integradas normalizadas al area de tejido obtenida en respuesta a la
dosis creciente de betanecol se muestran en la Fig. 1. En animales de control, la fuerza contractil fue dependlente de
la concentracion durante el intervalo de betanecol 10 a 300 uM, con una fuerza pico de 3,5 + 0,7 g/mm ’Is generada
en respuesta a betanecol 100 uM. El tratamlento con CO no tuvo efecto sobre la contractilidad en animales sin
operar (fuerza contractil pico 3,2 + 0,5 g/mm?s). SITx condujo a una reduccién en la fuerza contractil generada en
toda la curva de dosis-respuesta en comparacion con controles que alcanzaron significacion estadistica a
concentraciones de betanecol superiores a 10 yM. A betanecol 100 uM, las fuerzas contractiles pico se redujeron al
49 % a 1,7 + 0,4 g/mm?/s. El tratamiento con CO previno el efecto inhibidor de SITx en toda la curva de dosis-
respuesta, restaurando la fuerza contractil pico a niveles de control (3,6 + 0,7 g/mm?s).

Se midié el transito intestinal en controles y animales trasplantados 48 horas posoperatoriamente evaluando la
distribucion intestinal de dextrano marcado con fluoresceina alimentado por via oral. Las Figs. 2A-2B son
histogramas del transito que ilustran la distribucion de dextrano marcado con FITC no absorbible a lo largo del tubo
gastrointestinal (del estdbmago al colon) 2 horas después de la administracion por via oral. Una mediana del
histograma de la fluorescencia en cada segmento del intestino, 2 horas después de la alimentacion oral, de ratas de
control sin operar y de ratas de control tratadas con CO se representa en la Fig. 2A. En ambos grupos, la mayoria de
la marca fluorescente se localizé en los segmentos del intestino delgado 9 y 10, y en el ciego. Esto es a diferencia
del patrén de distribucion observado en ratas trasplantadas (Fig. 2B), en el que la marca fluorescente se encontré
principalmente en el estbmago, entrando algo de marca en el intestino delgado proximal. En animales trasplantados
tratados con CO, la distribucion de marca fue mas distal, acumulandose principalmente dentro de los segmentos del
intestino delgado 6, 7 y 8. Los analisis estadisticos de los resultados del calculo del centro geométrico, resumidos en
la Fig. 2C, demuestran que la inhalacion de CO mejord significativamente el transito intestinal en ratas que se
sometieron a trasplante del intestino delgado.

Reclutamiento de leucocitos

Se caracterizaron acontecimientos inflamatorios celulares en el musculo del intestino delgado 24 horas después de
la SITx. Se uso la actividad de mieloperoxidasa (MPO), como se ha determinado por histoquimica de Hanker-Yates,
para cuantificar el infiltrado de leucocitos en tejidos de animales de control y trasplantados, con y sin tratamiento con
CO. En ratas de control sin operar y de control tratadas con CO, las células positivas para MPO fueron raras (datos
no mostrados). Los SITx produjeron un reclutamiento significativo de leucocitos en el musculo intestinal (datos no
mostrados). Las cifras de células por 200X de campo se resumen en la Fig. 3, que muestra que el tratamiento con
CO disminuy6 el numero medio de células positivas para MPO; sin embargo, esta reduccion no alcanzé significacion
estadistica (p = 0,08, n=6).
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Analisis de secuencias de citocinas en capas de mucosa y musculares

Los ensayos de proteccion de RNasas demostraron que SITx caus6 una regulacion por incremento significativa de
tanto ARNm de IL-6 como de IL-1B, que alcanzd el pico 3 - 6 horas dentro del injerto trasplantado (Figs. 4A y 4B).
Por consiguiente, los niveles de ARNm de mediador inflamatorio se analizaron 4 horas después de la reperfusion.

Respuesta inflamatoria molecular

La Fig. 5 es un conjunto de graficos de barras que ilustran el efecto de CO sobre la expresion de 6xido nitrico
sintasa (iINOS), IL-6, IL-1B y IL-10 en los musculos externos de injertos intestinales cuatro horas después de la
reperfusion. El analisis por PCR en tiempo real revelé6 un aumento significativo en la expresion de ARNm de
citocinas pro-inflamatorias (IL-6 (3400 veces) e IL-13 (38 veces)) en los musculos externos de injertos intestinales.
TNFa también se reguld significativamente por incremento, pero a un menor grado (3 veces). La expresion génica de
ICAM-1, una molécula de adhesion que desempefia una funciéon importante en el reclutamiento de células
inflamatorias circulantes, aumentd 14 veces. En ratas receptoras tratadas con CO, la expresion de IL-6 y IL-1B
relativa media se redujo (el 40 % y 50 %, respectivamente), mientras que la expresion de TNFa y ICAM-1 no cambié.
Debido a la gran desviacion estandar entre los grupos trasplantados, la disminucién en la expresion de ARNm de IL-
6 en ratas tratadas con CO no alcanzé significacion estadistica (p = 0,084, n=6), mientras que la expresion de IL-13
se redujo significativamente (p = 0,046, n=6). La expresion génica de las formas inducibles de ciclooxigenasa (COX-
2) y oxido nitrico sintasa (INOS) también se regulé significativamente por incremento en el musculo de injertos
trasplantados (5 veces y 48 veces, respectivamente). La expresion de ARNm relativa media de ambas enzimas se
redujo aproximadamente el 50 % en ratas tratadas con CO. Una vez mas, la reduccion en la expresion de iNOS no
fue bastante significativa (p = 0,060, n=6), mientras que la reduccion en la expresiéon de COX-2 fue bastante
significativa (p=0,26, n=6). La inhalacién de CO solo no tuvo efecto sobre la expresién de ninguno de los mediadores
estudiados.

La Fig. 6 es un conjunto de graficos de barras que ilustran el efecto de CO sobre las concentraciones de IL-6 y
nitrato/nitrito en suero en animales que recibieron injertos intestinales una y cuatro horas después de la reperfusion.
Para generar estos datos, se tomaron muestras de suero en diversos momentos de tiempo tras el trasplante y se
guardaron a -80 °C hasta la evaluacion. Las concentraciones de IL-6 en suero se determinaron usando un kit de
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) de rata (R&D, Cambridge, MA). Los niveles de nitrito/nitrato en suero,
los productos finales estables del metabolismo del NO, se midieron usando un kit de prueba comercialmente
disponible (Cayman, Ann Arbor, MI). En este sistema de ensayo, el nitrato se reduce a nitrito usando nitrato
reductasa, y la concentracion de nitrito de la muestra se midié posteriormente usando la reaccion de Griess. Los
niveles de IL-6 y nitrito/nitrato en suero en animales sometidos a SITx y tratados con aire aumentaron con el tiempo.
Los animales sometidos a SITx y tratados con CO (SITx + CO) mostraron niveles en suero significativamente
reducidos de tanto IL-6 como nitrito/nitrato.

Datos que demuestran que el CO protege de la disfuncion intestinal inducida por trasplante se tabulan en la Tabla 2,
a continuacion. Pronto (<48 horas) después del SITx, los injertos intestinales sufrieron un retraso significativo en el
transito intestinal, reduccion de la contractilidad del musculo e infiltrados inflamatorios masivos. Estos cambios se
redujeron en receptores tratados con CO. Las concentraciones de IL-6 en suero (4 horas después de la reperfusion)
fueron significativamente menores en SITx con CO en comparaciéon con SITx sin CO. El CO previno la inflamacion
del injerto intestinal y la lesién I/R asociada a SITx regulando por disminucion las citocinas IL-6 y IL-1 pro-

inflamatorias.
Tabla 2: CO suprime la disfuncion intestinal asociada a SITx
Transito Fuerza Infiltrados ARNm de IL- | ARNm de IL- IL-6 en
intestinal contractil inflamatorios 1B (% de 6 (% de suero
(g/s/mm?) (/200x campo) GAPDH) GAPDH) (pg/ml)
Normal normal 2,5+0,1 42+1,1 0 0,8+0,1 273
SITx retrasado 1,0£0,3 37+8,4 122+27 419+3,8 6042
SITx+CO normal 3,0£04 21+3,2 6,6 £0,1 22,3+1,8 1439

Ejemplo 2. ElI CO suprime el desarrollo de ileo asociado a la manipulacién quirdrgica del intestino delgado

Animales

Se obtuvieron ratones macho no mutantes C57B16 (20-25 g) de Harlan (Indianapolis, IN). Los ratones se alojaron en
una instalacion libre de patdégenos, se mantuvieron en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad y se alimentaron con

55 pienso para roedores comercialmente disponible y agua de grifo a voluntad.
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Grupos experimentales y procedimientos operativos

Ratones de la misma edad se dividieron en cuatro grupos experimentales: controles sin tratamiento previo (Control);
controles tratados con CO (Control + CO); ratones sometidos a manipulaciéon quirirgica del intestino delgado (Ml); y
ratones sometidos a manipulacion quirtrgica y tratamiento con CO (Ml + CO).

Manipulacién quirtirgica. Los ratones se anestesiaron con isoflurano inhalado y se abrié el abdomen por laparotomia
de la linea media. El intestino delgado se eventré y se comprimié suavemente a lo largo de su longitud entera
usando aplicadores de algoddn estéril humedecido. Este procedimiento se disefia para simular la “ejecucion” del
intestino cominmente realizada durante la cirugia abdominal en el ambito clinico. El intestino se volvié a colocar en
la cavidad abdominal y la incision se cerré por dos capas de suturas continuas. La duracion del procedimiento fue
aproximadamente 15 minutos y los animales se movieron libremente alrededor de su jaula en el plazo de 20 minutos
desde la retirada del anestésico.

Tratamiento de inhalacion de CO. Los ratones alojados en jaulas se colocaron en camaras de Plexiglass que se
ventilaron continuamente con aire o con aire que contenia CO (250 ppm). Se proporciond un puerto de muestreo
para monitorizar continuamente las concentraciones de monéxido de carbono dentro de la camara. Los animales
tuvieron acceso libre a comida y agua en todo momento. Los ratones se expusieron a CO o aire 1 hora antes de la
laparotomia, se sacaron para la manipulacion quirtrgica y luego se devolvieron a la camara durante 24 horas. Los
ratones que no se sometieron a cirugia se sacaron de la camara durante una longitud de tiempo similar y luego se
devolvieron a la camara durante 24 horas.

Estudios morfolégicos

Histoquimica de MPO. Se prepararon montajes completos de musculo a partir del yeyuno medio recogido 24 h
posoperatoriamente. Los segmentos de intestino se sumergieron en KRB en una placa de vidrio revestida con
Silgard (Midland, MI) y se sujetaron con alfileres sin estirar a lo largo de la frontera mesentérica. La longitud y
anchura de los segmentos se midieron con un compas calibrador. Entonces se abrié el segmento del yeyuno a lo
largo de la frontera mesentérica y se estir6 hasta el 150 % de la longitud y el 250 % de la anchura. Se eliminé la
mucosa usando pinzas finas, y el tejido restante se fijo en 100 % de etanol desnaturalizado durante 30 min. Después
de lavar varias veces con PBS, el tejido se tratd con reactivo de Hanker-Yates (Polysciences, Warrington, PA) para
la deteccion de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) que presentaban actividad de mieloperoxidasa (MPO). Los
tejidos se montaron sobre portaobjetos de vidrio usando Gel/Mount™ (Biomedia Corp., Foster City, CA), se cubrieron
con cubreobjetos y se inspeccionaron por microscopia optica (Nikon Microphot-FXA, Fryer, Huntley, IL) a un
aumento de 200x. Se contaron PMN en cinco a seis campos opticos adyacentes centrados entre las fronteras
mesentérica y antimesentérica.

Inmunohistoquimica de HO-1. Montajes completos de musculo preparados como antes se fijaron en fijador de
Zamboni durante 1 hora, se limpiaron con DMSO. Después de lavar varias veces con PBS, los tejidos se trataron
con PBS que contenia 10 % de suero de burro normal y 0,1 de % Triton-X. Entonces, los montajes completos se
incubaron durante la noche con anticuerpo de conejo anti-HO-1 de rata (1:500, Stressgen, Vancouver, Canada), se
lavaron y se incubaron durante 2 h con conjugado de burro anti-lIgG de conejo-Cy3 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., West Grove, PA). Los tejidos se montaron con Gel/Mount™ como antes y se inspeccionaron por
microscopia de fluorescencia (Nikon Microphot-FXA, Huntley, IL).

Estudios funcionales

Se anestesiaron ratones y se sacrificaron por desangrado al final del tratamiento en camara de 24 horas con CO o
aire ambiental. Se midié la actividad mecanica de musculo circular in vitro como se ha descrito previamente en
Eskandari et al. (Am. J. Physiol. 273:G727-G734 (1997)). Brevemente, un segmento del intestino delgado intermedio
se sujeto con alfileres en una placa de diseccion revestida con Silgaard™ (Midland, MI que contenia tampoén Krebs-
Ringer-bicarbonato previamente oxigenado (KRB; en mM: Na* 137,4, K* 5,9, Ca** 2,5, Mg®* 1,2, CI' 134, HCO3 15,5,
H2PO4 1,2 y glucosa 11,5), se gasificé con 97 % de O2/3 % de CO, para establecer un pH de 7,4. El intestino se
abri6 a lo largo de la frontera mesentérica y se extrajo la mucosa arrancando con pinzas finas. Se montaron tiras de
espesor completo de musculo (1 x 6 mm) cortadas paralelas a la capa de musculo circular en camaras de 6rganos
mecanicas horizontales estandar y se perfundieron continuamente con KRB previamente oxigenado mantenido a 37
°C. Un extremo de cada tira se unié por atadura a un poste fijo y el otro a un transductor de fuerza isométrica (WPI,
Sarasota, FL). Se dejo que las tiras se equilibraran durante 1 hora, después de lo cual se estiraron incrementalmente
hasta Lo (a la que se produce la maxima contraccion espontanea). Después de un periodo de registro del nivel inicial
de 30 min, se generaron curvas de contractilidad-respuesta exponiendo los tejidos a concentraciones crecientes del
agonista muscarinico betanecol (0,3 a 300 pM) durante 10 minutos, seguido de la intervencion de periodos lavado
de 10 minutos. La actividad contractil se calcul6 integrando el area bajo el trazo. La respuesta se normalizé a la
cantidad de tejido convirtiendo el peso (1,03 mg/mm?) y la longitud de la tira a milimetros cuadrados de tejido, y se
informé como g/s/mm?® Se midid el transito intestinal en controles y animales manipulados 48 horas
posoperatoriamente evaluando la distribucion intestinal de un dextrano marcado con fluoresceina no absorbible (MW
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70.000). Los animales se sedaron ligeramente con isoflurano inhalado y se alimentaron por via oral con dextrano
marcado (100 pl de 25 mg/ml de disolucion madre). Noventa minutos después de la administracién, el animal se
sacrificd y se recogio el intestino entero desde el estbmago hasta el colon distal. Se trituré el contenido de cada uno
del estébmago, intestino delgado (dividido en 10 segmentos de longitud igual), el ciego y el colon (3 segmentos de
longitud igual) en 1 ml de solucién salina y se mezclaron vigorosamente para liberar el dextrano presente en cada
segmento. Después de la sedimentacién del tejido intestinal y quimo, alicuotas del sobrenadante limpio se leyeron
por duplicado en un lector de placas (CytoFluor II; longitud de onda de excitaciéon 530 nm y emisiéon 590 nm) para la
cuantificacion de la sefial de fluorescencia en cada segmento del intestino. La distribucion de sefial a lo largo del
tubo gastrointestinal se determiné calculando el centro geométrico (CG = Z(porcentaje de la sefial de fluorescencia
total en cada segmento x el nimero de segmento) para comparacion estadistica cuantitativa entre grupos
experimentales.

RT-PCR en tiempo real con SYBR Green

Se determind la expresion génica pro-inflamatoria y antiinflamatoria por RT-PCR en tiempo real. Se recogio el
musculo externo del intestino delgado en 4 momentos de tiempo (3, 6, 12 y 24 h) posoperatoriamente y se congelo
criogénicamente en nitrégeno liquido. Se realizé extraccion de ARN total usando el método de extraccion con
tiocianato de guanidinio fenol-cloroformo como se describe en Eskandari et al. (citados anteriormente). Los
sedimentos de ARN se resuspendieron en disolucidon de resuspension segura para ARN (Ambion Inc., Austin, TX),
seguido de eliminaciéon de ADN posiblemente contaminante mediante tratamiento con DNasa | (kit DNA-Free,
Ambion Inc., Austin, TX). Se cuantificaron alicuotas iguales (5 pg) de ARN total de cada muestra mediante
espectrofotometria (longitud de onda 250 nm). La expresiéon de ARNm pico se cuantifico por duplicado por RT-PCR
en tiempo real de dos etapas con SYBR Green. Se uso B-actina como referencia endégena. ARN en alicuotas (40
ng) se sometié a sintesis de ADN complementario (ADNc) de la primera hebra usando hexameros al azar (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA) y Super Script Il (Life Technologies, Rockville, MD). Los cebadores se tomaron
de la bibliografia o se disefiaron segun secuencias publicadas (Tabla 3). Se preparé mezcla de reaccién de PCR
usando reactivos SYBR Green PCR Core (PE Applied Biosystems). Cada muestra se estimé por duplicado usando
las condiciones recomendadas por el fabricante. Los datos de PCR en tiempo real se representaron como la sefal
de fluorescencia AR, frente al numero de ciclos. Se fijé un umbral arbitrario para la porcién lineal intermedia de la
representacion de ciclos por log AR;. El ciclo umbral (Ct) se define como el nimero de ciclos al que AR, cruza este
umbral. La cuantificacion de la expresion de ARNm se normalizé a B-actina y se calculé con respecto al control
usando el método comparativo de Cr.

Tabla 3. Resumen de cebadores

SEC. ID del Fuente Secuencia 5' a 3' Tamanio del
cebador producto (pb) NO.
B-Actina 17  Overbergh et al. AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 138
18 CAATAGTGATGACCTGGCCGT

IL-6 GenBank M20572 TCAATTCCAGAAACCGCTATGA 78
19

20 CACCAGCATCAGTCCCAAGA

IL-1B GenBank M15131 CAGGTCGCTCAGGGTCACA 75
21

22 CAGAGGCAAGGAGGAAACACA

IL-10 GenBank M37897 CACAAAGCAGCCTTGCAGAA 68
23 AGAGCAGGCAGCATAGCAGTG

24

HO-1 GenBank X13356 CTCACTGGCAGGAAATCATCC 67
25

26 ACCTCGTGGAGACGCTTTACA

iNOS GenBank NM 010927 GTGACGGCAAACATGACTTCAG 74
27

28 GCCATCGGGCATCTGGTA

COX2 GenBank NM 011198 CTGGGACCCAACCCTCTGA 71
29

30 ACGGTGTGTACCACACGGC

Para excluir la amplificacién por PCR de ADN genémico contaminante, controles negativos con RT (muestras que
contienen ARN que no se transcribié de forma inversa) se incluyeron en cada reaccion de PCR. Se realizaron
analisis de la curva de fusion para cada reaccién para garantizar la amplificacion del producto especifico. Ademas,
se realiz6 electroforesis en gel para los cebadores para confirmar la ausencia de bandas no especificas y que los
amplicones fueran del tamaio correcto. La eficiencia de la amplificaciéon por PCR de cada ADNc diana se midié
determinando la colinealidad de diluciones sucesivas. Se realizaron diluciones sucesivas triples de ADNc por
triplicado para todos los cebadores. Se generaron curvas patron representando valores de Cr contra el niumero de
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copias de entrada relativo para validar los cebadores. Se considerd que las pendientes de las curvas patrén de -3,2
+ 0,3 con coeficientes de correlacién de 0,99 eran aceptables, teniendo eficiencias correspondientes del 100 + 10 %.

Analisis de la liberacion de mediador de musculo intestinal

Determinaciones de proteina y 6xido nitrico. Se extrajo el intestino delgado de ratones de control y sometidos a la
manipulacion intestinal bajo condiciones estériles, 4 o 24 horas posoperatoriamente, dejando el colon in situ. El
intestino delgado se transfirid a un vaso de precipitados que contenia solucion salina equilibrada de Hank enfriada
(Sigma, St. Louis, MO) con 200 U/ml de penicilina G y 200 pg/ml de estreptomicina (HBSS), se lavo la luz y el tejido
se transfirid a un segundo vaso de precipitados de HBSS. El musculo se recogié como se ha descrito anteriormente
para RT-PCR en tiempo real. Los tejidos se mantuvieron bajo condiciones estériles a 3 a 5 °C en todo el
procedimiento de recogida. El musculo aislado se transfirié sobre gasa estéril, y se determiné el peso humedo para
obtener alicuotas de 40 a 60 mg. Se lavaron alicuotas de tejido dos veces en HBSS, se transfirieron a placas de
cultivo de pocillos de 35 milimetros que contenian 3 ml de DMEM libre de suero que contenia
penicilina/estreptomicina y se incubaron durante 24 h en una estufa de incubacién con 5 % de CO; a 37 °C. Los
agentes farmacologicos afadidos al medio de cultivo se esterilizaron por filtraciéon antes de uso.

Después del periodo de incubacion, el tejido de musculo se sedimentd, y las alicuotas de medio de cultivo se
congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80 °C. Los niveles de las proteinas IL-6, IL-18, PGE; y IL-10
secretadas en el medio de cultivo se determinaron usando kits de ELISA comercialmente disponibles (R&D Systems,
Mineapolis, MN) segun las instrucciones del fabricante. Se estim6 el 6xido nitrico (NO) liberado en el medio de
cultivo midiendo los productos finales estables del metabolismo del NO. Se midieron niveles de nitrito/nitrato 24 h
posoperatoriamente usando kit de prueba comercialmente disponible (Oxford Biomedical Research, Oxford, Ml) y se
cuantificé segun las instrucciones del fabricante. En este sistema de ensayo, el nitrato se reduce a nitrito usando
cadmio granulado, y la concentracion de nitrito total se mide posteriormente usando la reaccion de Griess. Todas las
mediciones se normalizaron al peso humedo de tejido.

El CO inhalado suprime el desarrollo de ileo posoperatorio
Observaciones generales

Todos los animales se recuperaron rapidamente de la cirugia. No se asocioé mortalidad o morbilidad al procedimiento
quirdrgico o a la pauta de exposicion a CO. Aunque los ratones desarrollaron ileo, el aseo posoperatorio y el
comportamiento diario fue normal, produciéndose la reanudacion de la ingesta de comida y agua oral en el plazo de
algunas horas después de la recuperacion de la anestesia.

Expresién de HO-1

Las Figs. 7A-7E son graficos de barras e imagenes que ilustran la expresion de hemoxigenasa (HO)-1 dentro del
musculo intestinal tras la manipulacion quirdrgica del intestino delgado murino. Para investigar una posible funcion
protectora antiinflamatoria para productos de HO-1 enddgenos, las alteraciones en la expresion de ARNm de HO-1
se determinaron por RT-PCR en tiempo real con SYBR Green. La Fig. 7A ilustra los patrones de expresion de
ARNm de HO-1 en el musculo intestinal de ratones sin operar de control, y ratones manipulados que se recogieron
3, 6, 12 y 24 h después de laparotomia. La expresion de ARNm de HO-1 aumentd significativamente 35 veces en
comparaciéon con los controles 3 h después de la laparotomia, produciéndose la expresion del pico 6 h
posoperatoriamente a 45 veces. Aunque los niveles de expresion disminuyeron algo después de 6 h, la expresion
sigui6 siendo elevada (22 veces) hasta el momento de tiempo final medido 24 h posoperatoriamente.

También se investigo si el aumento en ARNm de HO-1 produjo o no la expresion de proteinas dentro del musculo
intestinal después de la manipulacién quirargica. Se realizé inmunohistoquimica de HO-1 sobre montajes completos
de musculo de yeyuno medio recogido de ratones sin operar y 24 h posoperatoriamente de ratones sometidos a
manipulacién quirargica del intestino delgado. En animales manipulados, la inmunorreactividad de HO-1 se observo
dentro de grandes numeros de polimorfoleucocitos infiltrantes (Fig. 7B), y en células morfolégicamente similares a
macrofagos (Fig. 7C). Ocasionalmente, también se encontré que las células que contenian numerosos granulos
citoplasmicos (granulocitos) presentaban intensa imunorreactividad de HO-1 (Fig. 7D). También se observé una leve
imunorreactividad de HO-1 en una poblaciéon sin caracterizar de células dispersadas dentro de las capas de
musculo. La imunorreactividad de HO-1 no se detectd en montajes completos de ratones sin operar de control (Fig.
7E). La especificidad de la inmunotincion para HO-1 se confirmd por omisiéon de los anticuerpos primarios (no
mostrado).

Estudios funcionales

Se midié el transito intestinal en controles y animales manipulados 24 horas posoperatoriamente evaluando la
distribucion intestinal de dextrano marcado con fluoresceina alimentado por via oral. Las Figs. 8A-8C son graficos de
barras que ilustran los resultados de estudios del transito determinados a partir de la distribucién de dextrano
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marcado con fluoresceina no absorbible 1,5 horas después de la administracién por via oral. Se representa una
mediana del histograma de la fluorescencia presente en cada segmento del intestino de ratones de control sin
tratamiento previo y ratones tratados con CO en la Fig. 8A. En animales sin tratamiento previo, el dextrano marcado
se distribuyo principalmente dentro del intestino delgado terminal, ciego y colon proximal 90 minutos después de
ingerir dextrano. El tratamiento de inhalacion con CO (250 ppm) solo causé un desplazamiento ligeramente
insignificativo en el transito, con la marca distribuida predominantemente dentro del ciego y el colon. La Fig. 8B
compara la distribuciéon de la sefial de fluorescencia en ratones que se sometieron a la manipulacién intestinal, con o
sin tratamiento con CO. Después de la manipulacion intestinal, la sefial de fluorescencia se confind al estomago y 3
segmentos proximales del intestino delgado. Cuando los animales se trataron con CO, la marca se distribuyé mas
distalmente en todo el tubo gastrointestinal. Los resultados de los calculos del centro geométrico (CG) se resumen
en la Fig. 8C para comparacion estadistica. Mayores valores de CG indican una distribucion mas distal de la sefal
fluorescente, y se corresponden con un transito mas rapido. Los valores en esta figura demuestran que el CO
acelero el transito intestinal en ratones sin operar, pero los valores de CG no alcanzaron significacion estadistica.
Adicionalmente, como se muestra previamente, los valores de CG muestran que el transito es notablemente mas
lento después de la manipulacion intestinal, pero que esta prolongacion en el transito mejord significativamente en
ratones tratados con la inhalacion de CO.

Se investigaron in vitro los efectos de CO sobre la contractiidad de musculo circular del intestino delgado
espontanea y estimulada con betanecol en experimentos en bafio de érganos 24 horas después de la manipulacion
quirdrgica del intestino, un momento de tiempo cuando se ha mostrado que el ileo esta bien establecido. Las Figs.
9A-9C ilustran la actividad mecanica de tales tiras de musculo liso circular del intestino delgado. La Fig. 9A es un
conjunto de trazos representativos que muestran la contractilidad espontanea de musculo circular intestinal. Las tiras
de musculo del intestino delgado de ratones sin tratamiento previo generaron contracciones regulares (Fig. 9A;
Control), y el tratamiento con CO no tuvo efecto (Fig. 9A; Control + CO). Después de MI, la actividad contractil
espontanea se suprimi6 significativamente (Fig. 9A; MI). Sin embargo, en ratones con MI tratados con CO, la
ritmicidad mejor6 significativamente (Fig. 9A; Ml + CO). La adiciéon del agonista muscarinico betanecol (0,3 a 300
M) al superfusado provocd contracciones tonicas dependientes de la concentracion. El area bajo la curva de
contraccion se integré y se normalizé al area superficial de la tira de musculo para obtener una medida de la
contractilidad de musculo circular. Las Figs. 9B y 9C son graficos de lineas que ilustran contractilidad normalizada.
En ratones de control, la fuerza contractil pico (3,5 + 0,7 g/s/mm?) se generd en respuesta a betanecol 100 uM (Fig.
9B). CO solo no tuvo efecto sobre las contracciones de control (3,2 + 0,5 g/s/mm?). La manipulacién quirdrgica
condujo a una reduccion en la fuerza contractil en toda la curva de dosis-respuesta en comparacion con controles,
alcanzado significacion estadistica a concentraciones de betanecol superiores a 10 uM (Fig. 9C). La fuerza contractil
pico generada con betanecol 100 uM se redujo al 49 % (1,7 + 0,4 g/s/mm?) en estos ratones. La inhalacién de CO
(250 ppm) previno completamente el efecto inhibidor de la manipulacién quirdrgica (3,6 + 0,7 g/s/mm?).

Histoquimica de MPO

La manipulacion quirdrgica del intestino delgado normalmente produce una respuesta inflamatoria celular masiva
dentro del musculo. Se usé histoquimica de Hanker-Yates para la actividad de mieloperoxidasa (MPQO") para
cuantificar el infiltrado de leucocitos en tejidos de animales de control y manipulados, con y sin tratamiento con CO.
La Fig. 10 es un histograma que resume los datos de células MPO" que infiltran el musculo intestinal para los cuatro
grupos experimentales usados en este estudio. Se contaron los leucocitos a un aumento de 200x. En especimenes
de control que no se sometieron a cirugia, las células MPO" fueron raras. La anestesia quirrgica y la manipulacién
intestinal produjeron un aumento de 250 veces en el nimero de células MPO™ que infiltran el musculo a las 24 h. De
forma interesante, el tratamiento de inhalacion con CO no tuvo efecto sobre la magnitud del infilirado de leucocitos
en ningun grupo.

Expresion de citocinas pro-inflamatorias

Las Figs. 11A-11C son graficos de barras que ilustran los efectos del CO inhalado sobre la expresion de IL-6. Las
figuras muestran el transcurso de tiempo de la expresion génica de IL-6 después de la manipulacion del intestino
delgado, y los efectos del CO inhalado sobre expresion génica y de proteinas la IL-6. Los analisis del transcurso de
tiempo usando RT-PCR en tiempo real mostraron que el ARNm de IL-6 aumentd 300 veces con respecto a ratones
de control sin tratamiento previo, 3 y 6 h posoperatoriamente (Figura 11A). La expresion disminuyd rapidamente 12
h, disminuyendo a un aumento de 50 veces en comparacion con los controles a las 24 h. La inhalacion de CO no
tuvo efecto sobre la expresion génica inducida por la manipulacion en los momentos de tiempo de 3 y 6 h (Fig. 11B).
La liberacion de proteina IL-6 del musculo aislado se midié después de la incubaciéon en medio de cultivo celular
(Fig. 11C). La proteina IL-6 aumenté masivamente 24 h después de la manipulacion intestinal, y a diferencia de los
datos de PCR, la liberacién de proteina se redujo significativamente el 70 % en ratones tratados con CO.

También se investigod la citocina IL-1B proinflamatoria. El transcurso de tiempo de la expresion génica de IL-1B se
muestra en las Figs. 12A-12B. Las mediciones de IL-1 se complicaron por la observacion de que los niveles de
ARNmM en extractos de musculo de ratones de control sin tratamiento previo y en ratones de control tratados con CO
estuvieron por debajo de las capacidades de deteccion del analizador de secuencias. Asi, muestras de ratones
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manipulados recogidas 6 h posoperatoriamente se diluyeron sucesivamente y los valores del ciclo umbral (C,) se
normalizaron a (-actina determinada de muestras sin diluir. Entonces, los valores de ACt de control se calcularon
usando la menor concentracion de IL-13 para la que C; disminuyé a dentro del intervalo lineal. Entonces se
calcularon cambios en la expresion génica para los restantes grupos experimentales con respecto a este control, y
por tanto son conservativos en su estimacion del aumento de veces actual. A partir de estos calculos, se encontré
que la expresion de ARNm de IL-1f3 en respuesta a la anestesia quirdrgica y la manipulacion intestinal aumenté 38
veces con respecto al control, 3 h después de la cirugia. La maxima expresion se produjo algo después de la
informada anteriormente para IL-6, alcanzado 170 y 150 veces a 6 y 12 h posoperatoriamente, y disminuyendo de
nuevo a 40 veces a las 24 h (Fig. 12A). En animales tratados con CO, la expresion de IL-13 en el momento de
tiempo de 6 h se redujo el 60 % (Fig. 12B). La liberacion de proteina de IL-13 de extractos de musculo recogidos 24
h después de la cirugia se midié después de otras 24 horas de incubacion en medio de cultivo celular (Fig. 12C).
Correlacionando con los datos de RT-PCR, no pudo detectarse proteina IL-13 en ningun grupo de control, mientras
que la concentracion de proteina producida por 100 mg de tejido extraido aumentd después de la manipulacion
intestinal. Esta respuesta se redujo significativamente el 60 % en ratones tratados con inhalacién de CO.

Expresion de ciclooxigenasa-2 y o6xido nitrico sintasa inducible

Macréfagos residentes activados y que infiltran leucocitos sintetizan y liberan prostaglandinas derivadas de la
isoforma inducible de ciclooxigenasa, COX-2, y éxido nitrico (NO) derivado de la forma inducible de la 6xido nitrico
sintasa (iNOS), que tienen efectos inhibidores directos y potentes sobre el aparato contractil del musculo liso
intestinal.

El perfil temporal para la expresion de iINOS tras la manipulacion se ilustra en las Figs. 13A-13C. El analisis del
transcurso de tiempo mostré que la expresion génica aumento significativamente 3 y 6 h después de la manipulacion
del intestino delgado (Fig. 13B). La expresion del pico a 6 h se redujo el 60 % en animales tratados con CO (Fig.
14B). La exposicion de ratones sin tratamiento previo a CO no tuvo efecto sobre la expresion de iNOS (aumento en
veces: Control, 1,06 + 0,18; CO 3 h, 1,04 £ 0,19; CO 6 h, 1,26 £+ 0,19). El nitrito total liberado en el medio de cultivo
de extractos de musculo recogidos 24 h posoperatoriamente se midié como un calculo estimado de la produccién de
NO (Fig. 13C). Como se ha predicho por los datos de PCR, las mediciones de nitrito aumentaron significativamente
después de la manipulacion intestinal y este aumento se redujo el 75 % tratando ratones con CO. Se logré una
atenuacion similar de la respuesta incubando los extractos de musculo en presencia del inhibidor de INOS selectivo,
L-Nil (50 uM), que indica que iINOS era la fuente del aumento quirdrgicamente inducido en la produccion de NO.

Las Figs. 14A-14D son graficos de barras que ilustran los efectos de la inhalacion de CO sobre la expresion de
COX-2. Las figuras muestran el perfil temporal de la expresion de COX-2 inducida por MI. El analisis del transcurso
de tiempo mostrd que la expresion génica de COX-2 aumenté 8-10 veces, 3 a 6 h después de la cirugia, y siguid
siendo elevada hasta 24 h (Fig. 14A). El tratamiento con CO no tuvo efecto sobre expresion génica en los momentos
de tiempo de 3 o 6 h (Fig. 14B). La propia inhalacion de CO por ratones sin operar de control produjo una induccién
relativamente pequefia de 2,5 veces del mensajero de COX-2 3 h posoperatoriamente (Fig. 14C). La liberacion de
PGE. de extractos de musculo recogidos 24 h después de la cirugia se midi6 como un marcador de actividad de
COX-2 (Fig. 14D). De acuerdo con los datos de PCR, tanto la inhalacion de CO solo como la manipulacion intestinal
causaron aumentos significativos en la liberacion de PGE,. Especificamente referente a PGE;,, el tratamiento de
ratones manipulados con CO no tuvo efecto sobre la liberaciéon inducida por Ml de este prostanoide.

Expresion génica antiinflamatoria

IL-10 es una citocina pleiotrépica que tiene importantes efectos protectores y antiinflamatorios en el tubo
gastrointestinal. Las Figs. 15A-15C ilustran los efectos de la inhalacion de CO sobre la expresion de IL-10. Las
figuras muestran el perfil de expresion de IL-10 con el tiempo. La expresion génica experimentd un aumento de 12
veces con respecto al control en respuesta a la manipulacion intestinal, 3 y 6 h después de la cirugia. La expresion
disminuyo a partir de aqui, pero se mantuvo elevada hasta 24 h a aproximadamente 4 veces con respecto a la
expresion de control (Fig. 15A). En animales manipulados tratados con CO en el momento de tiempo de 3 h, la
expresion génica de IL-10 aumentd a 43 veces en comparacion con los controles, una respuesta 300 % superior a la
de la manipulacion sola (Fig. 15B). En ratones de control, la inhalacion de CO sola fue suficiente para inducir un
aumento significativo en la expresion de IL-10 (Fig. 15C).

También se evalud el efecto del CO inhalado sobre la expresion génica de HO-1. Las Figs. 16A-16B ilustran el
efecto de la inhalacion de CO sobre la expresion de HO-1. La Fig. 16A compara la expresion génica inducida por Ml
3 y 6 h después de la cirugia (véase Fig. 7D), con la alcanzada en ratones manipulados tratados con CO. La
inhalacion de CO también aumentd la expresion génica de HO-1 3 h posoperatoriamente a un nivel 300 % superior
al de la manipulacion sola (Fig. 16B). En este caso, la inhalacion de CO solo por ratones sin operar de control indujo
un pequefio aumento, aunque significativo, en la expresién génica de HO-1, pero solo en el momento de tiempo de 6
h.

El presente ejemplo proporciona tanto evidencia in vivo como in vitro de que la inhalacién de una baja concentracion
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de CO (250 ppm) atenua significativamente la dismotilidad intestinal que caracteriza el ileo posoperatorio. Los datos
muestran que el CO puede actuar al nivel de la expresion génica y de proteinas para modular selectivamente
elementos especificos de tanto vias pro-inflamatorias como antiinflamatorias que conducen a una mejora
significativa en la funcion intestinal.

El ileo posoperatorio es actualmente una consecuencia practicamente inevitable de procedimientos quirdrgicos
abdominales, y puede oscilar de atonia a corto plazo a ileo paralitico grave que puede persistir durante dias. El ileo
paralitico se caracteriza por estasis intestinal, sobrecrecimiento bacteriano y desequilibrios de electrolitos de
liquidos, produciendo morbilidad significativa y frecuentemente mortalidad. La exposicion de ratones a CO por
inhalacion mejoré la supresion inducida por la manipulacion en la contractilidad de musculo liso circular espontanea,
restaurd la capacidad de los musculos para contraerse en respuesta a agonistas colinérgicos y atenud
significativamente la alteracion en el transito intestinal. Esta mejora en la funcién contractil global se logré sin una
reduccion significativa en el infilirado de células inflamatorias, sugiriendo que el CO actu6 sobre elementos de la
cascada inflamatoria distintos de aquellos asociados al reclutamiento de leucocitos. Con el fin de evaluar el efecto
del CO sobre la cascada inflamatoria, se evalud la expresion génica del mediador pro- y antiinflamatorio por RT-PCR
en tiempo real.

Niveles elevados de citocinas IL-6 y IL-1 pro-inflamatorias son coherentemente expresados durante inflamacion
intestinal aguda y cronica en seres humanos y animales, que incluye ileo posoperatorio. La IL-6 activa una variedad
de tipos de células para inducir la sintesis de quimioatrayentes y moléculas de adhesion, y asi desempefia una
funcién central en iniciar el reclutamiento de leucocitos y la extravasacion en el musculo intestinal. En este ejemplo,
la inhalaciéon de CO no alterd el aumento temprano quirdrgicamente inducido en la expresion génica de IL-6 medida
3y 6 h posoperatoriamente, un hallazgo de acuerdo con su falta de efecto sobre la magnitud del infiltrado de células
inflamatorias. Sin embargo, la liberacién de proteina IL-6 de musculo intestinal aislado determinado 24 h
posoperatoriamente se redujo el 60 % de 5000 pg/ml a 2000 pg/ml en ratones tratados con CO, sugiriendo que el
CO tiene un efecto postranscripcional sobre la expresion de IL-6. Este nivel de liberacion sostenida de proteina fue
todavia notablemente elevado con respecto a controles sin tratamiento previo (150 pg/ml), dificultando estimar qué
efecto puede tener esto sobre la sefializacion proinflamatoria de IL-6. Sin embargo, estudios recientes, han mostrado
que la IL-6 puede tener también importantes propiedades antiinflamatorias, sugiriendo que la expresion continuada
de IL-6 es necesaria para la induccién de ciertas vias protectoras. Estas incluyen posiblemente la capacidad de
inhibir la produccion de TNF-a, IL-1B y proteina-2 inflamatoria de macroéfagos, y de aumentar niveles de antagonista
de receptor de IL-1 y receptor TNF-soluble in vitro. Asi, la disminucion de las vias proinflamatorias mediadas por IL-
6, ademas del inicio de las vias antiinflamatorias mediadas por IL-6 en etapas posteriores en la cascada inflamatoria,
puede contribuir a la contractilidad intestinal mejorada observada 24 h posoperatoriamente.

La funcion desempefiada por la IL-13 en ileo posoperatorio ha sido menos bien caracterizada; sin embargo, se ha
mostrado que la IL-1B enddgena inhibe las respuestas contractiles de musculo liso intestinal de rata a agonistas
colinérgicos y a estimulacion eléctrica, sugiriendo que ejerce sus efectos inhibidores alterando vias neuronales.
Ademas, la inmuno-neutralizacion de la actividad de IL-1 disminuy6 enormemente la gravedad de la enfermedad en
un modelo murino de colitis, que indica que esta citocina también desempefia una funcién importante de iniciacion
en la inflamacion intestinal. En ratones manipulados tratados con CO, la expresion génica de IL-18 se redujo
notablemente, con una reduccion del 75 % en la expresion génica quirdrgicamente inducida 6 h después de la
cirugia, y una reduccion correspondiente en la expresion de proteina medida a 24 h. Asi, cabria esperar que las
actividades pro-inflamatorias de IL-1$3, ademas de sus posibles efectos inhibidores sobre el aparato neuromuscular,
se atenuaran notablemente. Tomados conjuntamente, estos hallazgos sugieren que los efectos protectores de la
inhalacion de CO se producen, al menos en parte, por un mecanismo que se dirige a elementos selectivos dentro de
la cascada pro-inflamatoria mediada por IL-6 y IL-13 que son independientes del reclutamiento de leucocitos o que
se producen después de que se haya iniciado completamente el reclutamiento de leucocitos.

Aunque el nimero de leucocitos infiltrantes no se alteré en ratones tratados con CO, los datos de citocinas indicaron
que hubo una inhibicién funcional dependiente de CO de citocinas que se generan clasicamente por leucocitos. Por
tanto, se investigd la modulacion de los mediadores de musculo liso cinéticamente activos derivados de leucocitos
NO y PGE; como dianas adicionales para la inhibicion por CO. Se ha mostrado que los prostanoides producidos por
COX-2 y éxido nitrico producido por iNOS tienen potentes efectos inhibidores sobre la contractilidad del musculo liso
intestinal, y que la inhibicion de la enzima COX-2 o la inactivacion selectiva del gen iINOS derivado de leucocitos
aumenta notablemente la resistencia al desarrollo de ileo posoperatorio. En el presente ejemplo, el examen de la
expresion génica de iINOS y COX-2 reveld que ambos fueron significativamente elevados tras la manipulacion
intestinal. Los aumentos quirirgicamente inducidos en tanto la expresion génica de iNOS como la produccion de NO
se redujeron aproximadamente el 75 % en animales tratados con CO, sugiriendo que el CO actuaria al nivel de la
transcripcion génica para modular la expresion de iNOS. También se ha mostrado in vitro que la actividad de iNOS,
ademas de las isoformas endoteliales y neuronales de NOS, pueden inhibirse directamente por CO, posiblemente
mediante la unién de CO a restos hemo presentes sobre las proteinas NOS. Tomados conjuntamente, cabria
esperar que una reduccion en la liberaciéon de NO como resultado de la disminucion de la expresion génica y/o
actividad enzimatica contribuyera significativamente a la funcion intestinal mejorada inducida por la inhalacion de
CO. A diferencia de iNOS, la inhalacion de CO no tuvo efecto sobre la expresion de ARNm de COX-2
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quirdrgicamente inducida o la liberacién de PGE,, como se mide en medios de cultivo de musculo incubado recogido
24 h después de la cirugia. De forma interesante, la inhalaciéon de CO por ratones sin tratamiento previo produjo un
aumento de 2,5 veces en la expresion de ARNm de COX-2 3 h después de la cirugia con un aumento
correspondiente en la liberacion de PGE; después de 24 h. La induccion de COX-2 por CO no se ha informado
previamente, y la consecuencia funcional de esta elevada actividad es desconocida. Los ratones de control tratados
con CO no presentaron alteracion funcional o elevacion de mediadores pro-inflamatorios sugiriendo que, en este
caso, la induccion de COX-2 no actuia en una capacidad pro-inflamatoria.

Uno de los espectaculares efectos de la inhalacion de CO fue sobre la expresion de genes asociados a vias
antiinflamatorias: IL-10 y HO-1. Aunque ambos genes se indujeron después de la manipulacion intestinal, la
expresion aumenté el 300 % en animales manipulados tratados con CO. Este aumento se observé en el momento
de tiempo posoperatorio de 3 h, pero no el momento de tiempo de 6 h, sugiriendo que la exposicion a CO produjo la
induccion temprana de estos genes, un concepto soportado por resultados que muestran que la inhalacion de CO
solo por animales sin tratamiento previo produjo induccién significativa de IL-10 y HO-1. La funcion desempefiada
por estos mediadores en ileo posoperatorio no se habia caracterizado previamente. Sin embargo, IL-10 es una
citocina pleiotrépica con un amplio espectro de efectos bioldgicos sobre células linfoides y mieloides. Una de sus
funciones conocidas es su capacidad para inhibir la produccién de mediadores pro-inflamatorios; que incluye la
produccion de factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) IL-6, IL-1, factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos y la generacion de 6xido nitrico por monocitos/macréfagos activados. Recientemente, se encontrd que
la IL-10 inhibia la produccion de NO por macréfagos murinos estimulados por LPS, tanto antagonizando la captacion
celular de L-arginina, ademas de la actividad catalitica de la propia iINOS, contribuyendo asi posiblemente a la
atenuacion de los efectos inhibidores de NO sobre el musculo liso intestinal. Ademas, cada vez ha sido mas
evidente que la induccién de la via mediada por HO-1 tiene importantes efectos antiinflamatorios y citoprotectores
bajo una variedad de afecciones inflamatorias agudas y crénicas. No hay evidencia que sugiera que la expresion de
estos dos mediadores esta interrelacionada. Los hallazgos publicados han mostrado que la exposicion a CO
aumenta la expresion génica de IL-10 y la liberacién de proteina de macréfagos estimulados por LPS. Mas
recientemente, se encontré que IL-10 enddégena inducia HO-1 en macrofagos murinos, y la induccion de HO-1 se
requirié para los efectos inhibidores de IL-10 sobre la produccién de TNF-a inducida por lipopolisacarido. La
induccion temprana de HO-1 podria producir elevada salida de CO enddgena que cabria esperar que contribuyera a
los efectos del gas exdgenamente aplicado. Ademas, la actividad de HO-1 tiene propiedades citoprotectoras y
antioxidantes que se han atribuido al secuestro de radicales libres mediante el ciclo rédox de biliverdina y bilirrubina.
Por tanto, la elevada produccion de IL-10 y la potenciada actividad de HO-1 actuarian sincronizadamente para
disminuir la cascada inflamatoria temprana en su desarrollo regulando por disminucioén la expresion de mediadores
pro-inflamatorios, potenciando la disponibilidad para el tejido de CO y proporcionando proteccion del estrés por
radicales libres.

En resumen, los datos presentados aqui sugieren que los efectos protectores de la inhalacion de CO se producen
dirigiendo elementos selectivos dentro de vias pro- y antiinflamatorias. Parece que el CO actua al nivel de tanto la
expresion génica como de proteinas, conduciendo a la induccion de IL-10 y HO-1, regulacion por disminucion de IL-
18 e inhibicibn de iINOS. Juntos estos efectos producen la modulacion de las respuestas inflamatorias
quirargicamente inducidas dentro del musculo intestinal, conduciendo a mejorar la funcién posoperatoria.

Ejemplo 3. El CO suprime el desarrollo de ileo asociado a la manipulaciéon quirdrgica del intestino delgado en el
ratén y el cerdo

Se indujo ileo en ratones por la suave manipulacion del intestino delgado. Se hizo una incisién para exponer la
cavidad abdominal del raton, y la manipulacién del intestino se realizé golpeando y punzando suavemente el
intestino delgado (véase, por ejemplo, Schwarz et al., Gastroenterology 121(6):1354-1357 (2001)). La incision se
cerr6 posteriormente, y se realizaron analisis 24 horas después. Los ratones se expusieron a CO por inhalacion (250
y 500 ppm) durante 1 hora inmediatamente antes de la manipulacion intestinal y durante el periodo de recuperacion
de 24 horas entero. La contractilidad intestinal se evalud in vitro midiendo las contracciones de la tira de musculo
circular en respuesta a betanecol (0,3-300 uM) e in vivo determinando el transito intestinal de la distribucion de
dextrano marcado con fluoresceina alimentado por via oral, y calculando el centro geométrico como se describe en
el Ejemplo 1 anteriormente. La expresion de ARNm de HO-1 y IL-10 se determiné por RT-PCR en tiempo real con
SYBR Green de extractos de musculos externos, como se describe en el Ejemplo 1 anteriormente. La liberacion de
oxido nitrico (NO), un potente inhibidor de la contractilidad de musculo liso, se estimé midiendo nitrito total en suero,
también descrito en el Ejemplo 1 anteriormente.

La fuerza contractil pico generada en respuesta a betanecol (100 uM) se redujo significativamente por Ml (1,1 £ 0,2
g/simm?) en comparacion con controles (2,2 + 0,5 g/simm?). La supresion inducida por Ml de la contractilidad se
previno en ratones Ml + CO (1,9 + 0,5 g/s/mm?). El transito intestinal también mejoré en ratones tratados con CO
(centro geométrico: control = 11,0 £ 0,5, Ml = 2,7 + 0,2, Ml + CO = 6,3 + 0,8). Los datos de RT-PCR mostraron que la
MI indujo aumentos significativos en la expresion de HO-1 pico (45 veces) a las 6 h, y la expresion de IL-6 (300
veces) e IL-10 (13 veces) a las 3 h, después de MI frente a controles. En ratones MI-CO, la expresion de HO-1
alcanzo el pico antes, 3 h después de la MI, a un nivel de expresién mayor (150 veces) frente a controles. La
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expresion de IL-10 a las 3 h también fue mayor en ratones MI-CO (35 veces). El nitrito en suero aumenté después
de MI (18,3 £ 3,6 uM) frente al control (2,4 £ 1,0 uM), y se redujo después de MI-CO (6,0 £ 1,6 pM).

Por tanto, el CO atenua quirdrgicamente la dismotilidad intestinal inducida, in vitro e in vivo, mediante mecanismos
que pueden implicar la induccion de la citocina antiinflamatoria IL-10 y la disminucion de la produccion de NO. La
induccion temprana de HO-1 (300 % de aumento en la expresion con respecto a Ml sola) aumentaria la
disponibilidad de CO, potenciando sus efectos antiinflamatorios.

Se realizaron experimentos similares en un modelo de cerdo. Se indujo ileo por manipulacion suave del intestino
delgado (Ml). Los cerdos se expusieron a CO (250 ppm) o a aire (controles) durante un periodo de 3 h antes de la
MI. La funcidn gastrointestinal se evalué in vivo observando el transito intestinal de rodamientos metalicos colocados
dentro del intestino delgado. Se encontré que el CO mejord el transito intestinal tras la manipulacion intestinal.

Ejemplo 4. El pre-tratamiento con bajas concentraciones de CO (250 a 75 ppm) durante tres horas antes de una
laparotomia protege del desarrollo de ileo posoperatorio

Este ejemplo demuestra que bajas concentraciones de CO administrado durante cortos periodos de tiempo son
protectoras del desarrollo de ileo posoperatorio.

Se indujo ileo por la manipulacion suave del intestino delgado (MI). Se expusieron ratas a concentraciones
decrecientes de CO (250, 125, 75, 30 ppm) en aire durante un periodo de tanto 1 h como 3 h antes de laparotomia
(n=6). Los resultados se compararon con aquellos obtenidos usando protocolos previamente establecidos de
exposicién a CO a 250 ppm 1 h antes y durante 24 h después de laparotomia.

La funcion gastrointestinal se evalud in vivo determinando el transito intestinal de la distribucién en todo el tubo Gl de
dextrano marcado con fluoresceina alimentado por via oral. La mediana de la distribuciéon del dextrano marcado se
determind para la comparacion estadistica calculando el centro geométrico (CG).

El centro geométrico disminuyé significativamente en ratas que se sometieron a manipulacion quirdrgica en
comparacion con controles sin operar (CG: control = 9,8 + 0,2, Ml = 5,8 + 0,4), que indica un ralentizamiento
significativo del transito intestinal. Aunque la exposicion de ratas sin operar a 250 ppm durante 24 h produjo un ligero
retraso en el transito intestinal (CG: 8,8 + 0,4), un pretratamiento de 1 h seguido de 24 h después del tratamiento con
250 ppm de CO produjo una mejora significativa en el transito intestinal en ratas que se sometieron a manipulacion
quirdrgica (CG: 8,2 + 0,4). El pretratamiento de ratas manipuladas con 250 ppm durante 1 h solo antes de la cirugia
fue menos eficaz en prevenir la inhibicion quirdrgicamente inducida del transito (CG: 7,2 + 0,3), mientras que el
pretratamiento durante 3 h produjo un efecto equivalente al alcanzado con el tratamiento de 24 h (CG: 8,6 £ 0,3). Se
obtuvo una mejora similar por el pretratamiento con concentraciones de tan solo 125y 75 ppm (CG: 8,6 + 0,4y 8,8 +
0,1, respectivamente). Este efecto protector disminuyé cuando la concentracién de CO se redujo adicionalmente a
30 ppm (CG: 7,0 £ 0,2).

Este ejemplo demuestra que no se requiere la exposicion prolongada a CO para obtener el beneficio completo de la
proteccion del desarrollo de ileo posoperatorio. La incorporacién de bajas concentraciones de CO en gases de
anestesia durante el periodo preoperatorio puede proporcionar una técnica minimamente invasiva que ayudaria en
la reduccion de ileo en pacientes susceptibles, acelerando asi la recuperacion posoperatoria y reduciendo la
estancia en el hospital.

Ejemplo 5. Protocolos para el tratamiento de ileo

El siguiente ejemplo ilustra protocolos para su uso en el tratamiento de pacientes antes, durante y/o después de
procedimientos quirargicos, por ejemplo, un trasplante (por ejemplo, SITx) o procedimientos no de trasplante (por
ejemplo, un procedimiento del que puede resultar ileo). El ejemplo incluye protocolos para tratar ileo, por ejemplo,
ileo resultante de procedimientos de trasplante y no de trasplante, y protocolos adicionales para tratar donantes, el
tubo gastrointestinal o una porcién del mismo, por ejemplo, un intestino delgado, y receptores con CO en un
procedimiento de trasplante. Puede usarse uno cualquiera o mas de los siguientes procedimientos en un
procedimiento quirdrgico dado.

Tratamiento de pacientes

Puede administrarse CO sistémicamente o localmente a un paciente antes de, durante y/o después de realizar un
procedimiento quirdrgico en el paciente o después de que un paciente sea diagnosticado con ileo (por ejemplo, ileo
resultante de cirugia o resultante de condiciones que no implican cirugia). Los pacientes pueden inhalar CO a
concentraciones que oscilan de 10 ppm a 1000 ppm, por ejemplo, aproximadamente 100 ppm a aproximadamente
800 ppm, aproximadamente 150 ppm a aproximadamente 600 ppm, o aproximadamente 200 ppm a
aproximadamente 500 ppm. Concentraciones preferidas incluyen, por ejemplo, aproximadamente 30 ppm, 50 ppm,
75 ppm, 100 ppm, 125 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm o aproximadamente 1000 ppm. ElI CO puede
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administrarse al paciente intermitentemente o continuamente, empezando 0 a 20 dias antes de realizar el
procedimiento, por ejemplo, empezando al menos aproximadamente 30 minutos, por ejemplo, aproximadamente 1,
2, 3,5, 7 o 10 horas, o aproximadamente 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18 o 20 dias, o superior a 20 dias, antes del
procedimiento. Alternativamente o ademas, el CO puede administrarse al paciente durante el procedimiento, por
ejemplo, por inhalacién y/o administracion topica. Alternativamente o ademas, el CO puede administrarse al paciente
después del procedimiento, por ejemplo, empezando inmediatamente después de completarse el procedimiento, y
continuando durante aproximadamente 1, 2, 3, 5, 7 o 10 horas, o aproximadamente 1, 2, 5, 8, 10, 20, 30, 50 o 60
dias, indefinidamente, o hasta que se restaure la motilidad intestinal normal, después de completarse el
procedimiento.

Procedimientos de trasplante
Tratamiento de un donante

Antes de recoger un érgano o porcién del mismo, el donante puede tratarse con monoéxido de carbono inhalado (250
ppm) durante una hora. El tratamiento puede administrarse a dosis que varian de 10 ppm a 1000 ppm para tiempos
que varian de una hora a seis horas, o durante todo el periodo desde el momento en el que es posible tratar un
donante en muerte cerebral (cadaver) hasta el momento en el que se extrae el érgano. Para un donante humano, el
tratamiento debe empezar tan pronto como sea posible tras la declaraciéon de que la muerte del cerebro esta
presente. En algunas aplicaciones, puede desearse empezar el tratamiento antes de la muerte del cerebro.

Para animales no humanos (por ejemplo, cerdos) que van a usarse como donantes de xenotrasplante, el animal
donante puede tratarse con niveles relativamente altos de monéxido de carbono inhalado, segun se desee, mientras
que la carboxihemoglobina asi producida no comprometa la viabilidad y funcion del érgano que va a trasplantarse.
Por ejemplo, podrian usarse niveles superiores a 500 ppm (por ejemplo, 1000 ppm o superiores, y hasta 10.000
ppm, particularmente para tiempos cortos).

Tratamiento del 6rgano in situ

Antes de recoger un 6rgano de un donante, puede lavarse o perfundirse con una disolucion, por ejemplo, un tampon
o medio, mientras que todavia esta en el donante. El propdsito es lavar el 6rgano con una disoluciéon saturada con
monoxido de carbono y mantenerlo en una atmoésfera de mondxido de carbono de manera que el contenido de
monoxido de carbono permanezca en saturacion. El lavado puede tener lugar durante un periodo de tiempo de al
menos 10 minutos, por ejemplo, 1 hora, varias horas, o mas. La disolucién debe administrar idealmente la mayor
concentracion de monoxido de carbono posible a las células del érgano.

Tratamiento del 6rgano ex vivo

Un 6rgano, tal como un intestino delgado, puede preservarse en un medio que incluye mondxido de carbono desde
el momento en el que se extrae del donante hasta el momento en el que se trasplanta al receptor. Esto puede
realizarse manteniendo el érgano en el medio que comprende CO, o perfundiéndolo con un medio tal. Como esto se
produce ex vivo en vez de en un animal, pueden usarse concentraciones muy altas de gas CO (por ejemplo, 10.000
ppm) para mantener el medio saturado con CO.

Tratamiento de un receptor

El tratamiento del receptor con CO puede empezar el dia del trasplante al menos 30 minutos antes de que empiece
la cirugia. Alternativamente, podria empezar al menos 30 minutos antes de la re-perfusion del érgano en el receptor.
Puede continuar durante al menos 30 minutos, por ejemplo, 1 hora. Pueden administrarse dosis de mondxido de
carbono entre 10 ppm y 3000 ppm durante tiempos variables, por ejemplo, minutos u horas, y pueden administrarse
el dia de y en los dias siguientes al trasplante. Por ejemplo, el paciente puede inhalar una concentracion de
monoxido de carbono, por ejemplo, 3000 ppm, durante tres contenciones de la respiraciéon de 10 segundos
consecutivas. Alternativamente, una menor concentracion del gas puede administrarse intermitentemente o
constantemente, durante un periodo de tiempo mas largo, con respiracion regular en vez de contener la respiracion.
Pueden utilizarse las concentraciones de carboxihemoglobina como guia para la apropiada administracion de
mondxido de carbono a un paciente. Normalmente, los tratamientos para receptores no deben aumentar los niveles
de carboxihemoglobina por encima de aquellos que se considera que generan un riesgo aceptable de un paciente
en necesidad de un trasplante.
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REIVINDICACIONES
1. Monoxido de carbono para su uso en un método de tratamiento o la prevencién de ileo en un paciente.

2. Uso de mondxido de carbono para la preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la
prevencioén de ileo en un paciente.

3. El mondxido de carbono para su uso o el uso de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el ileo es ileo posquirurgico.

4. El monéxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el ileo es
ileo del tubo gastrointestinal.

5. El monoxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el ileo se
produce por una cirugia abdominal.

6. El mondxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el ileo es
ileo del intestino delgado o ileo del colon.

7. El monoéxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la
composicion farmacéutica

(a) se administra al paciente mediante inhalacion;

(b) esta en forma liquida y se administra al paciente por via oral;

(c) se administra directamente a la cavidad abdominal del paciente.

8. El monoxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6 o 7 en el que el
ileo es ileo no producido por cirugia.

9. El mondxido de carbono para su uso o el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la
composicion farmacéutica se administra mediante un método que comprende:

(a) liberar gas presurizado de un recipiente que contiene un gas presurizado que comprende gas monoxido de
carbono, para formar una atmoésfera que comprende gas mondxido de carbono; y

(b) exponer el paciente a la atmdsfera.

10. El monodxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el
paciente es un ser humano.

11. El mondxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la
composicion farmacéutica esta en forma gaseosa.

12. El mondéxido de carbono para su uso o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la
composicion farmacéutica esta en forma liquida.
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