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DESCRIPCION
Solucion de mondxido de carbono para el tratamiento de una enfermedad, incluida anemia de células falciformes

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Cualquier referencia en la descripcidon a un tratamiento o a un método de tratamiento se refiere a las composiciones
para su uso en un método de tratamiento.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de composiciones terapéuticas y médicas. Mas especificamente, la
invencion se refiere a métodos de tratamiento para enfermedades hematoldgicas que pueden tratarse con niveles
terapéuticos de monoxido de carbono, incluida anemia de células falciformes, y a formulaciones y vehiculos de
administracion que son Utiles para realizar los métodos.

Descripcion de la técnica relacionada

En la actualidad, los métodos y dispositivos para el tratamiento de las crisis de células falciformes (denominadas en
el presente documento “SCC”) y su prevencion no son adecuados para controlar la enfermedad. Los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades de EE.UU. han estimado que entre 70.000 y 100.000 pacientes padecen
la anemia de células falciformes (denominada en el presente documento “SCD”) en EE.UU., y la esperanza de vida
de estas personas afectadas es de solo aproximadamente 40 afos. Cuando un paciente ingresa en el hospital, el
tratamiento se basa en los sintomas, principalmente a través de analgésicos analogos a la morfina, reemplazo de
liquidos, transfusiones y otras medidas de apoyo. Actualmente, el Unico método consistente y fiable del tratamiento
de SCC es a través de la transfusion de sangre. Sin embargo, este método de tratamiento es costoso e incémodo, y
puede ser peligroso. Se ha encontrado que el uso de hidroxiurea para prevenir crisis tiene una eficacia marginal y
tiene efectos secundarios, y la respuesta por paciente es muy variable. También es posible curar la SCD a través del
trasplante de médula 6sea, pero este procedimiento rara vez se usa debido a su peligro inherente, su alto coste y las
comorbilidades del tratamiento necesario.

Se sabe que el mondxido de carbono (CO) es téxico a altas concentraciones, lo que interfiere con la capacidad de
los glébulos rojos para transportar oxigeno. Se ha informado que las saturaciones de hemoglobina (denominadas en
el presente documento “Hb”) de mas del 67 % probablemente producen la muerte inducida por CO a menos que se
proporcione tratamiento. Ademas, se informa que las saturaciones de Hb superiores al 30 % provocan pérdida de
conciencia, entre otras morbilidades graves, y pueden provocar la muerte si se mantienen a largo plazo. Ademas, se
informa que las saturaciones de Hb entre el 16 % y el 20 % provocan dolor de cabeza y anomalias en la respuesta
visual evocada (Stewart RD. The effect of carbon monoxide on humans. Annu Rev Pharmacol 15: 409-423, 1975).
Como tal, se debe tener extrema precaucion en situaciones en las que el CO esta presente.

Sin embargo, es posible que el CO pueda tener efectos positivos en la SCD y en otras enfermedades y trastornos.
Por ejemplo, se ha informado que el CO prolonga la vida util de los glébulos rojos en pacientes con SCD. (Beutler,
E., 1975, “The effect of carbon monoxide on red cell life span in sickle cell disease.” Blood 46(2): 253-9.) También se
ha planteado la hipétesis de que el CO podria desempefiar un papel en la prevencion formacién de células
falciformes al evitar la polimerizacion de la hemoglobina (Sirs, J.A., 1963, “The use of carbon monoxide to prevent
sickle cell formation”, Lancet 1, 7288: 971-2). Ademas, se ha informado que el CO podria tener un efecto preventivo
sobre la aparicion de sintomas clinicos de SCD. (Yallop, D., E. R. Duncan, et al., 2007, “The associations between
air quality and the number of hospital admissions for acute pain and sickle-cell disease in an urban environment.” Br
J Haematol 136(6): 844-8.) El estudio de Yallop documenta que hay una disminucién en los ingresos hospitalarios de
pacientes con SCC en dias con mayor contenido de CO en el aire respirado.

Investigaciones recientes también han encontrado que el CO puede tener beneficios para la salud mas extendidos
en multiples enfermedades y sistemas de 6rganos, incluidos el cardiovascular, renal, hepatico, pulmonar e intestino
(Inge Bauer y Benedikt HJ Pannen, “Bench-to-bedside review: Carbon monoxide - from mitochondrial poisoning to
therapeutic use”, Critical Care 2009, 13:220). Otras investigaciones apuntan a efectos positivos en enfermedades
inflamatorias y cardiovasculares (Foresti R, Bani-Hani MG, Motterlini R., “Use of carbon monoxide as a therapeutic
agent: promises and challenges”, Intensive Care Med. 2008 Apr;34(4):649-58. Epub 20 de febrero de 2008).

En vista de los efectos beneficiosos propuestos del CO sobre ciertas enfermedades y trastornos, se han realizado
una serie de esfuerzos utilizando diferentes mecanismos de administracion para emplear el CO como tratamiento
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para la enfermedad. Estos incluyen: administracion de gas CO a través de administracion pulmonar (Motterlini, R.,
Otterbein L., “The therapeutic potential of carbon monoxide”, Nat Rev Drug Discov. 2010 Sep;9(9):728-43); la
administracion de CO unido a un metal no ferroso en una molécula pequefia a través de infusién intravenosa,
inyeccion intraperitoneal o ingestion oral (Motterlini, R., Otterbein L., “The therapeutic potential of carbon monoxide”,
Nat Rev Drug Discov. 2010 Sep;9(9):728-43); y la administracion de CO unido a un tetramero de hemoglobina
humana o bovina quimicamente modificado mediante infusion intravenosa (Vandegriff, K. D., M. A. Young, et al.
(2008). “CO-MP4, a polyethylene glycol-conjugated haemoglobin derivative and carbon monoxide carrier that
reduces myocardial infarct size in rats”. Br J Pharmacol 154(8): 1649-61; publicacién de solicitud de patente de
Estados Unidos numero 20100311657 Abuchowski, Abraham et al. “HEMOGLOBIN COMPOSITIONS” 9 de
diciembre de 2010; y publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos niumero 20090082257Winslow, Robert
M. “MalPEG-Hb conjugate- containing compositions for delivering carbon monoxide (CO) to cells” 26 de marzo de
2009). Sin embargo, estos esfuerzos se enfrentan una serie de problemas y deficiencias importantes.

Con respecto a la administracion de gas CO por inhalacién, existen varios problemas que han impedido su uso
clinico. Una de las principales razones de la falta de uso clinico se refiere a la importancia de la dosificacion en la
administracion de CO. La dosis eficaz de CO esta relativamente cerca de su dosis toxica. Esto dificulta la
administracion pulmonar dadas las diferencias en la funcién pulmonar en diversas enfermedades, incluida la SCD.
Una segunda complicacion es que el CO se excreta a través de los pulmones. Como tal, la administracién pulmonar
de CO requiere la absorcion y excrecién a través del mismo o6rgano, lo que complica significativamente la
farmacocinética y las determinaciones de seguridad. Otro desafio con la administracion pulmonar es que la
administracion pulmonar es incomoda para los pacientes debido a la incomodidad de utilizar un aparato de
respiracion y la restriccion de la movilidad del paciente dada la necesidad de estar cerca del aparato de respiracion
durante los periodos de dosificacion. Este es un asunto potencialmente significativo, ya que las molestias para los
pacientes estan altamente correlacionadas con la falta de cumplimiento del paciente. Ademas, la toxicidad inherente
del CO y sus propiedades inodoras e incoloras hacen que el uso de la administracion pulmonar sea un desafio. El
almacenamiento de la cantidad de CO que se necesitaria para tratar a un paciente a largo plazo podria, en el caso
del hogar, poner en peligro al paciente y a otros miembros de la familia y, en el caso del hospital, requeriria
precauciones de seguridad nuevas y costosas tales como monitorizacion y ventilacion antes de su uso, e incluso con
dichas salvaguardas podrian poner en peligro al personal del hospital.

La utilizacion de portadores a base de metales de transicion de molécula pequefia de CO (denominados en el
presente documento moléculas liberadoras de mondxido de carbono o “CORM”) también presenta desafios
importantes para la administracion clinica de CO. Al vincular el monéxido de carbono a un metal de transicion, la
toxicidad del metal de transicién se afiade al CO de toxicidad inherente. Esta toxicidad del metal de transicién puede
limitar la dosis aceptable y, para ciertos metales, impide su uso en seres humanos por completo. El rutenio y el
molibdeno son dos de los metales de transicion mas utilizados en la formacién de CORM, y estos metales se han
clasificado como metales de gran preocupacion para la seguridad por la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA
COMMITTEE FOR MEDICINAL PRODUCTS FOR HUMAN USE (CHMP), “GUIDELINE ON THE SPECIFICATION
LIMITS FOR RESIDUES OF METAL CATALYSTS OR METAL REAGENTS?”, Londres, 21 de febrero de 2008, Doc.
Ref. EMEA/CHMP/SWP/4446/2000). Esta toxicidad de alto potencial de CORM debido a los portadores de metales
de transicién impide el uso de CORM en ciertas indicaciones debido a una dosificacion potencialmente limitada por
toxicidad y también a través de una relacion riesgo:beneficio mas dificil debido al riesgo afiadido del metal de
transicion. Los pacientes particularmente inestables, incluidos los pacientes con SCD, pueden estar particularmente
en riesgo. Ademas, la toxicidad de los portadores de metales de transicion presenta una barrera significativa para el
uso recurrente de CORM en indicaciones cronicas. Dado que la SCD es una afeccion hereditaria de por vida, es
poco probable que el uso a largo plazo de los CORM como terapia para la prevencion del SCC sea seguro, ya que
los portadores de metales de transicion se acumularan con el tiempo, lo que agrava la toxicidad potencial. En
resumen, el uso de compuestos de metales de transicion como portadores de CO tiene serios inconvenientes en
comparacioén con los enfoques menos toxicos.

El uso de tetrameros de hemoglobina modificados quimicamente como portadores de CO (CO-Hb acelular) también
presenta problemas relacionados con la toxicidad. Se ha demostrado que ciertos eventos de seguridad significativos
estan asociados con el uso clinico de transportadores de oxigeno basados en tetramero de hemoglobina, incluidos
el infarto de miocardio y la muerte, entre otros (Natanson C, et. al. “Cell-free hemoglobin-based blood substitutes and
risk of myocardial infarction and death: a meta-analysis”, JAMA. 21 de mayo de 2008;299(19):2304-12). La toxicidad
potencial de CO-Hb acelular debido al uso de hemoglobina acelular como portador de CO impide el uso de CO-Hb
en ciertas indicaciones debido a una dosificacion potencialmente limitada por toxicidad y también a través de una
relaciéon riesgo:beneficio mas dificil debido al riesgo adicional del tetramero de hemoglobina. Los pacientes
particularmente inestables, incluidos los pacientes con SCD, pueden estar particularmente en riesgo. Ademas, la
toxicidad de la Hb acelular, ademas de la posible carga de hierro problematica, presenta una barrera significativa
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para el uso recurrente de CO-Hb en indicaciones crénicas, incluso para su uso en la prevencion de SCC.

Ademas, desde hace tiempo se sabe que el CO, como la mayoria de los gases, es soluble a bajos niveles a presion
ambiente en soluciones acuosas. Las soluciones se han preparado previamente en laboratorios académicos para
demostrar este hecho. Ademas, las soluciones acuosas se prepararon previamente a presion ambiente y entre 4 °C
y 21°C, y se usaron ex vivo en estudios no humanos para determinar si la administracion de CO por dichas
soluciones podria mejorar los resultados en el trasplante de tejidos de intestino, higado y pulmén (Nakao A et. al. “Ex
vivo application of carbon monoxide in University of Wisconsin solution to prevent intestinal cold ischemia/reperfusion
injury”, Am J Transplant. 2006; 6(10):2243-2255; Ikeda, A et. al. “Liver graft exposure to carbon monoxide during cold
storage protects sinusoidal endothelial cells and emeliorates reperfusion injury in rats”, Liver Transpl. noviembre de
2009; 15(11): 1458-1468; Nakao A et. al. “Ex vivo carbon monoxide prevents cytochrome P450 degradation and
ischemia/reperfusion injury of kidney grafts”, Kidney International. 2008; 74:989-991). Un estudio también analizé el
uso de tal solucién preparada a temperatura y presion ambiente e inyectada por via intraperitoneal (denominada en
el presente documento “IP”) para investigar si tal solucién podria mejorar el ileo postoperatorio en ratones (Atsunori
N, et. al., “A Single Intraperitoneal Dose of Carbon Monoxide-Saturated Ringer's Lactate Solution Ameliorates
Postoperative lleus in Mice”, JPET 319:1265-1275, 2006). Sin embargo, el uso de esta solucién fue muy limitado.
Primero, al preparar la soluciéon a temperatura y presién ambiente, la cantidad de CO disuelto fue muy baja. Esta
metodologia de preparacion fue necesaria en este caso porque inyectar una solucién fria podria ser dafino si se
inyecta directamente en el peritoneo y, ademas, a medida que el liquido se calienta, el CO burbujearia de la solucion
al peritoneo, lo que probablemente causaria complicaciones potencialmente graves. Ademas, aunque la
administracion de IP se usa en investigaciones no humanas, rara vez se usa en el tratamiento de enfermedades
humanas por razones tanto de seguridad como de conveniencia. Primero, el potencial de infeccion en la inyeccion IP
es significativo, lo que crea un riesgo adicional para esta ruta de administracion. Ademas, los inconvenientes para
los pacientes debido a la administracion IP pueden corresponder a una falta de cumplimiento del paciente o del
médico. Ademas, para permitir la infusion IP en el hogar, se tendria que colocar un acceso permanente al espacio
peritoneal en el paciente, similar al utilizado en la didlisis IP. Esto afiadiria inconvenientes significativos y también
posibles morbilidades, tal como el riesgo de infeccion, en comparacion con una ruta de administracién diferente de
IP. Ademds, la ruta de administracion IP se basa en la provision de una pequefa cantidad de CO localmente,
usando la administracion directa al tracto gastrointestinal, lo que es inherentemente limitante con respecto al
tratamiento de la enfermedad.

En resumen, hasta la fecha, no ha habido un método ampliamente adecuado, conveniente y seguro para administrar
CO en cantidades que sean terapéuticas para tratar enfermedades y trastornos, evitando al mismo tiempo la
toxicidad y proporcionando el nivel de conveniencia necesario para aquellos que lo necesiten.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas
atrapadas de monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l o mas para su uso en el tratamiento de un
sujeto que padece o corre el riesgo de desarrollar una enfermedad tratable con CO; comprendiendo el uso
administrar la composicién liquida al sujeto por medio del tracto gastrointestinal (Gl), donde la cantidad de CO es
una cantidad suficiente para reducir o eliminar al menos un sintoma clinico de la enfermedad, prevenir el desarrollo o
la recidiva de la enfermedad, limitar las morbilidades de la enfermedad, o curar la enfermedad, donde la enfermedad
es una enfermedad hematolégica. El método de la invencién administra de forma segura CO al paciente afectado, y
proporciona una solucién a una antigua necesidad en la técnica de un método de tratamiento seguro y un vehiculo
de administracion para CO. Como se usa en el presente documento, al término “liquido” se le da su mas amplio
significado razonable, y por lo tanto, incluye tanto liquidos newtonianos como liquidos no newtonianos. Por lo tanto,
incluye composiciones en las que el componente principal, en peso, es un liquido. Por lo tanto, el término incluye
pastas, geles y emulsiones. Asimismo, incluye espumas en las que quedan atrapadas burbujas de CO. Para facilitar
la referencia, dentro de la presente descripcion, se hace referencia a “liquidos” en los que el CO esta “disuelto”. Sin
embargo, debe entenderse que dichas referencias no se limitan a liquidos newtonianos en los que el CO esta en
solucion, sino a todos los liquidos, pastas, geles, emulsiones, espumas, etc. en los que el CO gaseoso se disuelve,
se atrapa, etc. Se cree que este es el primer informe de administracién in vivo de un liquido que contiene CO a
través del tracto Gl con fines terapéuticos o profilacticos. La invencion permite la administracion de cantidades
establecidas (es decir, es decir, predeterminadas) de CO a un paciente sistémicamente para tratar la enfermedad. El
liguido que contiene CO, en realizaciones ejemplares, se administra por via oral.

En un primer aspecto, la invencién proporciona una composicién liquida que contiene CO disuelto en una cantidad

suficiente para la administracion del CO a un paciente (usado en el presente documento de manera intercambiable
con “sujeto” y “persona que lo necesita”), donde la administracion al paciente da como resultado un tratamiento
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eficaz en una enfermedad o trastorno que es tratable con CO. A diferencia de las composiciones liquidas que
contienen CO conocidas en la técnica, la composicion liquida segun la presente invencién tiene una concentracion
de CO que es suficientemente alta con respecto a una cantidad eficaz de CO que puede administrarse al paciente
en un volumen conveniente de liquido. Es decir, las composiciones liquidas que contienen CO conocidas en la
técnica, tales como las conocidas para investigar el efecto del CO sobre tejidos alterados quirurgicamente, tienen
concentraciones relativamente bajas de CO y no son adecuadas para la administracion in vivo de CO para tratar
enfermedades y trastornos. En contraste, la composicién liquida de la presente invencién comprende una
concentracion relativamente alta de CO, y puede usarse para la administracion in vivo de cantidades eficaces para el
tratamiento de CO a los pacientes. Aunque no esta tan limitada, en general, la composicion de la presente invencion
comprende una composiciéon a base de agua en la que se disuelve el CO. Preferiblemente, el CO esta en forma
gaseosa en solucion, y no forma un complejo con un metal o una o mas moléculas o complejos de Hb. En
realizaciones ejemplares, la composicion liquida es una bebida, tal como una proporcionada en un recipiente
sellable.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para tratar a un paciente que padece, o corre el
riesgo de desarrollar, una enfermedad o trastorno que puede tratarse o prevenirse mediante la administracion de
una cantidad eficaz de CO. En general, el método comprende administrar a un paciente una composicion liquida que
contiene CO disuelto en una cantidad suficiente para la administraciéon del CO al paciente, donde administrar la
composicién da como resultado un tratamiento eficaz en una enfermedad o trastorno que es tratable con CO. A
diferencia de los intentos anteriores de administrar CO a través de la inhalacion directa de CO gaseoso en los
pulmones, la presente invencion utiliza una composicion liquida que se administra a través del tracto Gl para
administrar CO gaseoso in vivo al paciente. En realizaciones ejemplares, la composicion liquida se administra por
via oral bebiendo la composicién. El método de la invencidén se puede poner en practica para tratar una enfermedad
o trastorno crénico, es decir, la etapa de administracion se puede repetir varias veces durante un periodo de tiempo
relativamente largo (por ejemplo, afios), o durante un periodo de tiempo relativamente corto (por ejemplo, unos dias,
una semana, o la duracién de un episodio agudo de una enfermedad o trastorno). El método se puede poner en
practica como un método terapéutico para tratar una enfermedad o trastorno activo. Como alternativa, el método se
puede poner en practica para prevenir el desarrollo de una enfermedad o trastorno. El método se puede poner en
practica ademas para reducir la probabilidad de desarrollar una enfermedad o trastorno o para reducir la frecuencia
y/o gravedad de los sintomas clinicos de una enfermedad o trastorno y/o sus consecuencias sobre la funcion
organica y del cuerpo.

En otro aspecto mas de la invencion, se proporcionan métodos para elaborar una composicion liquida que contiene
CO disuelto en una cantidad eficaz para el tratamiento. En general, el método comprende disolver CO en un liquido
en condiciones que permiten que cantidades relativamente altas de CO se disuelvan en el liquido. Las condiciones
adecuadas para composiciones acuosas incluyen presién relativamente alta, temperatura relativamente baja, o una
combinacion de ambas. Las condiciones adecuadas para las composiciones basadas en lipidos/aceites pueden no
requerir una presion relativamente alta o una temperatura relativamente baja. En realizaciones preferidas, el método
comprende ademas dispensar el liquido en un recipiente, antes, durante o después de disolver el CO en el liquido.
Preferiblemente, el recipiente se sella tras disolver el CO en el liquido. Preferiblemente, el espacio superior del
recipiente comprende CO. En realizaciones ejemplares, la composicién liquida es una bebida, tal como una
proporcionada en un recipiente sellable. En realizaciones ejemplares, la composicién liquida comprende una
composicion a base de agua en la que se disuelve el CO. En ofras realizaciones ejemplares, la composicion liquida
comprende una espuma a base de aceite o grasa en la que quedan atrapadas burbujas de CO. Preferiblemente, el
método proporciona una composicién liquida en la que el CO esta en forma gaseosa en solucion o atrapada en
burbujas en una espuma, y no forma un complejo con un metal o una o mas moléculas o complejos de Hb.

Un aspecto general adicional de la invencién se refiere a un método para determinar la dosificacién apropiada de la
composicion liquida que se proporciona. El método generalmente comprende el uso de uno o mas de los siguientes
para determinar un régimen de dosificacién apropiado: funcion pulmonar, hemoglobina del paciente y mediciones de
glébulos rojos, volumen de sangre del paciente y la concentraciéon de CO en el liquido. Las técnicas para realizar
dichos ensayos se conocen en la técnica y se pueden poner en practica sin demasiada o excesiva experimentacion.
El método se puede poner en practica regularmente para monitorizar y, si es necesario, ajustar el régimen de
dosificacion. En realizaciones, el método es un método para determinar la dosificacion apropiada del liquido, donde
el método comprende ajustar hacia arriba la dosificacion del liquido para determinar el tratamiento 6ptimo. El método
puede incluir la medicién de uno o mas de los siguientes: exhalacion de CO, funcién pulmonar, hemoglobina de CO
y farmacocinética.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2742 829 T3

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES EJEMPLARES

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el entendido cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece el término.
Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una” y “el/la”
incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la
referencia a “una proteina” incluye una pluralidad de dichas proteinas (incluidas multiples copias de la misma
proteina y multiples proteinas diferentes) y la referencia a “el paciente” incluye una referencia a uno o mas
pacientes, etc. Ademas, el uso de términos que pueden describirse usando términos equivalentes incluye el uso de
estos términos equivalentes. Por lo tanto, por ejemplo, el uso del término “sujeto” debe entenderse que incluye los
términos “animal”’, “ser humano” y otros términos usados en la técnica para indicar que esta sujeto a un tratamiento
médico. Como otro ejemplo, debe entenderse que el uso del término “enfermedad” incluye el término “trastorno” (y
viceversa) y todos los demas términos utilizados en la técnica para indicar una afeccion médica anormal o aberrante.

La presente invencion proporciona una composicion liquida que contiene CO disuelto en una cantidad suficiente
para la administracion del CO a un paciente, donde la administracion al paciente da como resultado un tratamiento
eficaz para una enfermedad o trastorno que es tratable con CO. Debido, al menos en parte, al método de
elaboracién de la composiciéon (como se describe en el presente documento), la composicién liquida de la presente
invencion tiene una concentracion de CO gaseoso que no puede lograrse usando técnicas conocidas en la técnica
para crear composiciones que contienen CO gaseoso. Mas especificamente, la composicion de la presente
invencion tiene una concentracién de CO disuelto de al menos 30 miligramos por litro (mg/l). El limite superior del
CO disuelto esta dictado solo por la fisica y la quimica.

En realizaciones ejemplares relacionadas con composiciones acuosas, la concentracion de CO disuelto
generalmente no excedera de 400 mg/l. Por ejemplo, una concentracién eficaz para la dosificacién conveniente de
CO para tratar SCC y SCD esta entre aproximadamente 100 mg/l y 400 mg/l, aunque las concentraciones entre
aproximadamente 50 mg/l y aproximadamente 100 mg/l también son adecuadas para pacientes susceptibles a la
ingesta de volumenes relativamente grandes de liquido durante los periodos de tratamiento. Asimismo, las
concentraciones en el extremo inferior de estos rangos pueden ser adecuadas para pacientes con SCC o SCD, que
tipicamente tienen niveles de Hb relativamente bajos y, por lo tanto, no requieren una dosis tan alta de CO como los
pacientes que tienen niveles mas normales de Hb. Aunque el experto en la técnica entendera de inmediato que
todos los valores particulares dentro del rango de aproximadamente 30 mg/l y aproximadamente 400 mg/l estan
especificamente contemplados por esta aplicacion, los siguientes valores de concentracion, y los diversos rangos
definidos por la recopilacion de valores especificos, proporcionan puntos de referencia convenientes para que el
profesional desarrolle composiciones segun la presente invencién: 30 mg/l, 35 mg/l, 40 mg/l, 45 mg/l, 50 mg/l,
55 mg/l, 57 mg/l, 60 mg/l 65 mg/l, 70 mg/l, 75 mg/l, 78 mg/l, 80 mg/l, 85 mg/l, 90 mg/l, 95 mg/l, 100 mg/l, 105 mgl/l,
110 mg/l, 115 mg/l, 120 mg/l, 125 mg/l, 130 mg/l, 135 mg/l, 140 mg/l, 145 mg/l, 150 mg/l, 155 mg/l, 160 mg/I,
165 mg/l, 170 mg/l, 175 mg/l, 180 mg/l, 190 mg/l, 200 mg/l, 210 mg/l, 225 mg/l, 250 mg/l, 275 mg/l, 300 mg/I,
325 mg/l, 350 mg/l, y 375 mg/l. Las composiciones acuosas segun la presente invencion pueden comprender
cualquier valor de concentracion especifica entre 30 mg/l y 400 mg/l, pueden comprender cualquier rango de
concentracion especifica entre 30 mg/l y 400 mg/l, o pueden contener una concentracion de CO disuelto de al
menos cualquiera de los valores de concentracion entre 30 mg/l y 400 mg/l.

En realizaciones ejemplares relacionadas con composiciones a base de lipidos/aceites/grasas, la concentracion de
CO disuelto generalmente no excedera de 4.400 mg/l. Por ejemplo, una concentracion eficaz para la dosificacion
conveniente de CO para tratar SCC y SCD es entre aproximadamente 500 mg/l y 4.400 mg/l, tal como entre
aproximadamente 500 mg/l y 4.000 mg/l, aunque las concentraciones entre aproximadamente 75mg/l vy
aproximadamente 500 mg/l también son adecuadas para pacientes susceptibles a la ingesta de volumenes
relativamente grandes de dichos liquidos durante los periodos de tratamiento. Asimismo, las concentraciones en el
extremo inferior de estos rangos pueden ser adecuadas para pacientes con SCC o SCD, que tipicamente tienen
niveles de Hb relativamente bajos y, por lo tanto, no requieren una dosis tan alta de CO como los pacientes que
tienen niveles mas normales de Hb. Aunque el experto en la técnica entendera de inmediato que todos los valores
particulares dentro del rango de aproximadamente 30 mg/l y aproximadamente 4.400 mg/l estan especificamente
contemplados por esta aplicacién, los siguientes valores de concentracion, y los diversos rangos definidos por la
recopilacion de valores especificos, proporcionan puntos de referencia convenientes para que el profesional
desarrolle composiciones segun la presente invencion: 75 mg/l, 100 mg/l, 125 mg/l, 150 mg/l, 175 mg/l, 200 mgl/l,
225 mg/l, 250 mg/l, 275 mg/l, 300 mg/l, 325 mg/l, 350 mg/l, 375 mg/l, 400 mg/l, 425 mg/l, 450 mg/l, 475 mgl/l,
500 mg/l, 525 mg/l, 550 mg/l, 575 mg/l, 600 mg/l, 625 mg/l, 650 mg/l, 675 mg/l, 700 mg/l, 725 mg/l, 750 mgl/l,
775 mg/l, 800 mg/l, 825 mg/l, 850 mg/l, 875 mg/l, 900 mg/l, 925 mg/l, 950 mg/l, 975 mg/l, 1000 mg/l, 1025 mgl/l,
1050 mg/l, 1075 mg/l, 1100 mg/l, 1125 mg/l, 1150 mg/l, 1175 mg/l, 1200 mg/l, 1225 mg/l, 1250 mg/l, 1275 mgl/l,
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1300 mg/l, 1325 mg/l, 1350 mg/l, 1375 mg/l, 1400 mg/l, 1425 mg/l, 1450 mg/l, 1475 mg/l, 1500 mg/l, 1525 mgl/l,
1550 mg/l, 1575 mg/l, 1600 mg/l, 1625 mg/l, 1650 mg/l, 1675 mg/l, 1700 mg/l, 1725 mg/l, 1750 mg/l, 1775 mg/l,
1800 mg/l, 1825 mg/, 1850 mg/l, 1875 mg/l, 1900 mg/l, 1925 mg/l, 1950 mg/l, 1975 mg/l, 2000 mg/l, 2050 mgl/l,
2100 mg/l, 2150 mg/l, 2200 mg/l, 2250 mg/l, 2300 mg/l, 2350 mg/l, 2400 mg/l, 2450 mg/l, 2500 mg/l, 2550 mgl/l,
2600 mg/l, 2650 mg/l, 2700 mg/l, 2750 mg/l, 2800 mg/l, 2850 mg/l, 2900 mg/l, 2950 mg/I, 3000 mg/l, 3100 mgl/l,
3200 mg/l, 3300 mg/l, 3400 mg/l, 3500 mg/l, 3600 mg/l, 3700 mg/l, 3800 mg/l, 3900 mg/l, 4000 mg/l, 4100 mgl/l,
4200 mg/l, 4300 mg/l, y 4400 mg/l. Las composiciones de lipidos/aceites/grasas segun la presente invencion pueden
comprender cualquier valor de concentracidon especifica entre 30 mg/l y 4400 mg/l, pueden comprender cualquier
rango de concentracion especifica entre 30 mg/l y 4400 mg/l, o pueden contener una concentracién de CO disuelto
de al menos cualquiera de los valores de concentracion entre 30 mg/l y 4400 mgl/l.

La composicion liquida de la presente invencién no esta particularmente limitada en sus componentes, aunque las
realizaciones ejemplares descritas en el presente documento han demostrado ser superiores en la cantidad de CO
que se puede disolver. Aunque no esta tan limitado en todas las realizaciones, en realizaciones ejemplares, la
composicion liquida de la invencién es una composicion a base de agua. Debe entenderse que el término
“composicion a base de agua” incluye todas las composiciones que comprenden agua como disolvente, incluyendo,
pero sin limitacion: composiciones en las que el agua es el Unico disolvente; mezclas de agua y aceite (por ejemplo,
emulsiones de agua en aceite y aceite en agua); soluciones acuosas, suspensiones, coloides y dispersiones;
mezclas de agua y alcohol; y combinaciones de estos.

Se ha encontrado inesperadamente que las composiciones acuosas que comprenden uno 0 mas componentes
“complejos” proporcionan una capacidad superior de disolucion de CO. Los componentes “complejos”, como se usan
en el presente documento, son sustancias que son de naturaleza polimérica, de naturaleza bioldgica, tal como las
derivadas de acidos grasos, o que de otra manera comprenden al menos un sitio de interaccién de unién para CO.
Las interacciones pueden ser fisicas (por ejemplo, hidréfobas, Van der Waals), o quimicas (por ejemplo, iénicas o
covalentes). Los ejemplos de componentes complejos incluyen, pero sin limitacién: proteinas, polipéptidos y
péptidos; polisacéaridos; lipidos, grasas y aceites; y alcoholes que tienen dos o mas atomos de carbono. En algunas
realizaciones, los lipidos, proteinas o ambos estan presentes en las composiciones. En estas realizaciones, es
preferible que la cantidad combinada de proteinas y lipidos sea superior al 5 % (p/v), e incluso tan alta como del
40 % de lipidos y proteinas, o superior. En algunas formulaciones, la composicion comprende mas del 5 % de lipidos
y mas del 5 % de proteinas.

Las estructuras quimicas precisas de los componentes complejos no estan particularmente limitadas. En su lugar, es
suficiente con que los componentes complejos funcionen para ayudar a aumentar la solubilidad del CO en la
composiciéon. Sin embargo, para ayudar al profesional en la seleccion de componentes complejos apropiados, la
siguiente es una lista no limitante de tipos de componentes complejos: proteinas y grasas/aceites/lipidos/triglicéridos
de origen animal, tales como los de la leche; proteinas y grasas/aceites/lipidos/triglicéridos de origen vegetal, mono,
di y polisacaridos; vitaminas; edulcorantes naturales y artificiales; y saporiferos naturales y artificiales. Cualquiera y
todas las diversas moléculas que estan incluidas dentro de estos grupos se incluyen como parte de la presente
invencion. Los expertos en la técnica reconoceran inmediatamente dichas moléculas sin la necesidad de una lista
exhaustiva en el presente documento.

En las realizaciones, la composicion liquida de la invencién adopta la forma de una bebida para consumo oral.
Ejemplos no limitativos de bebidas segun la invencién son: agua embotellada, tal como agua con sabor a frutas o
bayas; complementos dietéticos/nutricionales, tales como los formulados para bebés y nifios pequefios (por ejemplo,
formulas para bebés, tales como Similac® (Abbott, Abbott Park, IL) y Enfamil® (Mead Johnson & Company,
Glenview, IL)) o adultos (por ejemplo, Ensure® (Abbott, Abbott Park, IL), y Peptamen® y Nutren® (Nestle, Vevey,
Suiza)); lacteos liquidos o productos a base de lacteos, tales como leche, crema, yogur o batidos; soja liquida o
productos a base de soja, tales como leche de soja o yogur de soja; arroz liquido o productos a base de arroz, tales
como bebidas de arroz; bebidas deportivas o complementos dietéticos, tales como bebidas a base de proteina de
suero y Gatorade® (Pepsico, Purchase, NY); bebidas a base de café, tales como las complementadas con productos
lacteos; y refrescos con o sin azucar. Como se describe con mas detalle a continuacion, ciertas composiciones
liquidas de la invencién estan sobresaturadas con CO a temperatura ambiente y presion atmosférica. Como tal,
ciertas bebidas pueden ser efervescentes como resultado de la liberacion de una porcion del CO sobresaturado.
Esta propiedad efervescente puede mejorar la experiencia del paciente al ingerir la bebida, y puede mejorar el
cumplimiento de un régimen de dosificacion.

En las realizaciones, la composicién liquida de la invencién adopta la forma de un producto alimenticio a base de

espuma o gel. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la composicion liquida se proporciona en forma de gel, tal
como gelatina o budin, tales como los disponibles comercialmente con la marca Jell-O® (KraftFoods, Inc., Glenview,
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IL). Una vez mas, en algunas realizaciones, la composicién liquida se proporciona en forma de espuma, tales como
las disponibles comercialmente con la marca Coolwhip® (KraftFoods, Inc., Glenview, IL) y la marca ReddiWip®
(ConAgra Foods, Inc., Omaha, NE).

Una bebida o producto alimenticio segin la invencion puede proporcionarse en un recipiente. En realizaciones
preferidas, el recipiente es un recipiente sellable del tipo ampliamente utilizado para proporcionar bebidas
comerciales y productos alimenticios al publico. Los ejemplos no limitativos de recipientes sellables para contener la
bebida y/o producto alimenticio son: botellas de plastico con tapones a rosca; latas de aluminio con tapas abre facil;
botellas de vidrio con tapas a rosca; y botellas de vidrio con tapones de aluminio selladas a presion o tapas hechas
de otros metales flexibles. Por comodidad en la administraciéon de una cantidad eficaz de CO a un sujeto que lo
necesita, en realizaciones preferidas, la cantidad de bebida o producto alimenticio en un solo recipiente es un
volumen adecuado de bebida o producto alimenticio para suministrar una dosis unica de CO (por ejemplo, 5 ml,
10 ml, 30 ml, 50 ml, 75 ml, 100 ml, 150 ml, 177 ml, 180 ml, 237 ml., 300 ml, 355 ml, 500 ml, un litro). Como tal, se
reconoce que las composiciones liquidas de la invencion pueden proporcionarse de tal manera que una dosificacion
diaria para el tratamiento de una enfermedad o trastorno (por ejemplo, un sintoma de los mismos) se proporcione
convenientemente en volimenes de aproximadamente 3 litros o menos, tal como 2,5 litros, 2 litros, 1,8 litros, 1,5
litros, 1 litro, 330 ml, 300 ml, 180 ml, 30 ml o menos. Sin embargo, debe entenderse que, en situaciones donde la
bebida o el producto alimenticio se suministra en un recipiente resellable (por ejemplo, una botella con un tapén a
rosca), la cantidad de bebida o producto alimenticio en el recipiente puede representan mas de una dosis de CO.

Por lo tanto, la invencién proporciona productos para poner en practica el método de la invencién (analizado en
detalle a continuacion). Los productos pueden estar en forma de productos mas faciles de administrar, tales como
soluciones o alimentos enlatados o embotellados. La tecnologia es simple de aplicar, es poco probable que se
asocie con efectos secundarios significativos, y es aceptable para la poblaciéon afectada, lo que da como resultado
una utilizacion fiable del método de tratamiento.

En resumen, en diversas realizaciones ejemplares, la presente invencion proporciona una composicion liquida que
comprende mondxido de carbono gaseoso (CO) disuelto en una cantidad de 30 mg/l a 4400 mg/l en la composicion
liquida. En realizaciones, la composicion comprende CO gaseoso disuelto en una cantidad de 50 mg/l a 400 mg/l, de
75 mg/l a 750 mg/l, y de 550 mg/l a 4400 mg/l. En general, el CO disuelto esta presente en una cantidad suficiente
para prevenir o tratar al menos un sintoma clinico de una enfermedad o trastorno afectado por CO. A continuacion
se analizan diversas enfermedades y trastornos que se pueden tratar con la composicion. En realizaciones, ademas
del CO gaseoso disuelto, la composicion comprende ademas al menos uno de: proteinas, lipidos, grasas,
triglicéridos, carbohidratos complejos, azulcar, sustituto de azicar, zumo de frutas, carbohidratos, celulosa, fibra,
acido citrico, saporiferos artificiales, saporiferos naturales, goma, pectina, acido ascérbico, conservante, saponina,
aceite, emulsion de aceite, tampén de pH y una sal. Para la porcién liquida de la composicion, en realizaciones
ejemplares, se usan agua, etanol, o ambos. En las realizaciones, la composicion liquida es aquella en la que la
cantidad de CO disuelto es mayor que la que se produce a temperatura y presion ambiente y a un pH de 7,0 y/o un
pH de 7,0, presion atmosférica y 21 °C. Por ejemplo, el CO disuelto puede ser dos 0 mas veces la cantidad disuelta
a temperatura y presion ambiente y a un pH de 7,0 y/o un pH de 7,0, presién atmosférica y 21 °C.

Como se menciona anteriormente, la composicion liquida puede comprender CO gaseoso disuelto o CO gaseoso
atrapado en burbujas, en una cantidad de al menos 0,03 gramos de gas por kilogramo de agua u otro liquido (es
decir, al menos 30 mg/l). En realizaciones, la cantidad de CO disuelto o atrapado es mayor de 0,04 gramos de gas
por kilogramo de agua u otro liquido. En las realizaciones, la cantidad de CO disuelto es igual o mayor que la
cantidad que se produce a dos atmédsferas de presion a 10 °C y a un pH de 7,0. En ciertas realizaciones, la
composicion liquida es una en la que el CO disuelto o atrapado puede administrarse por via oral, o de otro modo a
través del tracto gastrointestinal, y que no contiene componentes potencialmente téxicos distintos de CO.

La composicion liquida de la invencién permite tratar a un paciente que padece una enfermedad o trastorno, que es
susceptible de tratamiento con CO. Por lo tanto, un aspecto de la presente invenciéon es un método para tratar a un
paciente que padece, o en riesgo de desarrollar, una enfermedad o trastorno y/o que padece las consecuencias de
la enfermedad o trastorno en la funcidn de los 6rganos que pueden tratarse o prevenirse mediante la administracion
de una cantidad eficaz de CO. Pensado de otra manera, el método puede considerarse un método para tratar una
enfermedad o trastorno que puede tratarse o prevenirse mediante la administracion de una cantidad eficaz de CO.
En términos generales, el método comprende administrar a un paciente una composicion liquida que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz de CO gaseoso disuelto, donde la administracion de la
composicién da como resultado un tratamiento eficaz para una enfermedad o trastorno que es tratable con CO. La
administracion puede realizarse por cualquier técnica adecuada conocida en el arte. Sin embargo, se ha
determinado que la administracién a través del tracto gastrointestinal es superior a otras vias de administracién. La
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administracion a través del tracto Gl se realiza preferiblemente a través de la ingestion oral (por ejemplo, bebiendo).
Sin embargo, la invencién contempla la administracion a través de otros puntos en el tracto Gl, tal como por medio
de un enema o por medio de administracion directa al intestino delgado o grueso.

Muchas enfermedades y trastornos que pueden tratarse con CO son de naturaleza crénica. Como tal, el tratamiento
a largo plazo a menudo es necesario. La presente invencion es particularmente adecuada para el tratamiento de
dichas enfermedades y trastornos crénicos porque permite la administracion a largo plazo de cantidades
predefinidas y reguladas con precision de CO gaseoso a un paciente. A diferencia de la administracién de CO aéreo
a los pulmones por inhalacion, la presente invencion, mediante la administracion de CO gaseoso disuelto en un
liquido al tracto Gl, administra CO a través de un dérgano distinto de los pulmones. Si bien es probable que se
necesiten ajustes en el régimen de dosificacion durante un largo curso de tratamiento, la evitacion de los pulmones
como el sitio de administracion evita un factor de complicacion para una dosificacidon precisa y exacta, lo que es una
consideracion importante en vista de la pequefa diferencia en la concentracion de CO entre niveles terapéuticos y
niveles téxicos. Lo mismo puede decirse de la administracion por infusidn 1V, aunque la ingestion oral es mucho mas
conveniente y rentable.

La presente invencion también es adecuada para el tratamiento de episodios agudos de enfermedades y trastornos
que pueden tratarse con CO. La administracion de una composicion segun la invencion al tracto Gl o al torrente
sanguineo permite una dosificacion rapida de CO un paciente. Los niveles sistémicos terapéuticos de CO se pueden
alcanzar rapidamente, lo que permite la reduccion de los sintomas clinicos de una enfermedad o trastorno. Entre los
beneficios proporcionados por la invencion esta la limitacion de la extension del tejido dafiado y, por lo tanto, la
extensién del dolor asociado con la SCC. Mas especificamente, al aumentar rapidamente el contenido de CO de la
sangre, el dafio causado durante la SCC puede limitarse al sitio del dolor original, reduciendo asi la propagacion del
dafo y el dolor. Ademas, debido a que un paciente que experimenta una SCC habra sido diagnosticado con SCD
(excepto, potencialmente, para el primer episodio de SCC), se puede determinar facilmente la cantidad apropiada de
CO a administrar, lo que permite una administracion precisa y exacta de una cantidad eficaz, pero no téxica, de CO
para el paciente.

El método de tratamiento segun la invenciéon es un método que trata a pacientes que padecen enfermedades y
trastornos que pueden tratarse con CO. Debido a que se conoce el agente bioactivo eficaz y se conoce su papel en
el tratamiento de la enfermedad o trastorno, el método segun la invencién se puede poner en practica tanto
terapéuticamente para tratar una enfermedad o trastorno, como profilacticamente para prevenir o retrasar la
aparicion de los sintomas clinicos de una enfermedad o trastorno. Es decir, debido a que el CO es el agente activo
que reduce vy, por ultimo, elimina los sintomas clinicos de una enfermedad o trastorno abarcado por la presente
invencion, también es el agente activo que previene o retrasa la aparicion de un sintoma clinico de una enfermedad
o trastorno abarcado por la presente invencion. Por ejemplo, en el caso de SCD, el tratamiento profilactico con CO
puede reducir o eliminar la formacion de glébulos rojos falciformes, previniendo o retrasando asi la aparicion de SCC
y mitigando las complicaciones de SCC. Por supuesto, los expertos en la materia entenderan que el término
“prevenir” no implica la prevencién absoluta de ningun desarrollo y progresion de una enfermedad o trastorno, sino
que en su lugar indica el bloqueo, al menos en cierta medida, del desarrollo o progresién natural de la enfermedad o
trastorno.

El método de la invencion comprende administrar una composicion liquida que contiene CO a un paciente que lo
necesite. Aunque la invencién contempla realizar la etapa de administracién una sola vez, la etapa de administrar
puede repetirse cualquier nimero de veces. De hecho, en realizaciones preferidas, la etapa de administracion se
repite un numero suficiente de veces para lograr una concentracion de carbonmonoxi-hemoglobina (en lo sucesivo
en el presente documento denominada “CO-Hb”) adecuada para la enfermedad o trastorno que se esta tratando. Por
ejemplo, para el tratamiento de SCD, es deseable una concentracion promedio de CO-Hb de entre el 3 % y el 15 %,
mas preferiblemente entre el 3% y el 12 %, mucho mas preferiblemente entre el 3% y el 9%, tal como
aproximadamente del 3 % al 6 %. Se sabe que la semivida de la fase alfa de CO en el torrente sanguineo humano
es de aproximadamente 4 - 6 horas. Por lo tanto, se puede lograr una concentracién promedio de CO-Hb en el
torrente sanguineo, por ejemplo, a través de un régimen de dosificacion de cuatro o menos dosis al dia,
preferiblemente con una separacion igual, tal como cuatro dosis al dia (es decir, cada seis horas), tres dosis al dia
(es decir, una dosis cada ocho horas), dos dosis al dia (es decir, cada doce horas), o una dosis al dia. Debido a la
concentracion relativamente alta de CO que se puede lograr en una composicion liquida segun la presente
invencion, se pueden administrar volimenes relativamente pequefios de composicion liquida por dosis o al dia, tales
como: 2 litros al dia, 1,5 litros al dia, 1 litro al dia, 0,7 litros al dia, 0,5 litros al dia, 0,25 litros al dia, y 0,1 litros al dia,
y ofras cantidades descritas en el presente documento. La dosificacion de pequefios volimenes mejora el
cumplimiento del paciente y proporciona un resultado general superior para el paciente. Dado que no se conocen
efectos perjudiciales para la exposicion a largo plazo al CO a estos niveles, la administracién diaria se puede realizar
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de forma indefinida. Los expertos en la técnica reconoceran que este concepto es igualmente aplicable a otras
enfermedades y trastornos tratables con CO, y que el nivel promedio de CO-Hb adecuado para el tratamiento de
estas enfermedades y trastornos puede ser diferente, pero puede determinarse facilmente.

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el entendimiento de que la dosificacion con CO debe estar
bien controlada debido al hecho de que el nivel toxico de CO esta cerca del nivel terapéutico. Mas especificamente,
generalmente se reconoce que los niveles de CO en el torrente sanguineo que dan como resultado hasta
aproximadamente un 15 % de CO-Hb muestran eficacia para reducir la SCC sin efectos secundarios o toxicidad
perjudiciales significativos. Sin embargo, también se reconoce generalmente que, a niveles de CO-Hb entre
aproximadamente el 16 % y el 20 %, se observa cierta toxicidad, y que a niveles de CO-Hb superiores al 20 %, se
observan habitualmente toxicidad y efectos secundarios. La presente invencion tiene en cuenta la proximidad de
niveles de dosis eficaces sin efectos secundarios o toxicidad sustanciales adversos y niveles de dosis que dan como
resultado toxicidad y efectos secundarios. La presente invencion proporciona productos y métodos de tratamiento
que de manera conveniente, precisa y reproducible, logran una dosificacion eficaz de CO a los pacientes evitando
niveles toxicos y/o efectos secundarios.

Entre las enfermedades hematoldgicas que pueden tratarse segun la presente invencion estan aquellas que implican
hemoglobina anormal, tales como SCD, enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de hemoglobina SC y beta-
talasemia de hemoglobina S.

Con respecto a SCD, la presente invencion proporciona una nueva forma de tratar la enfermedad, incluyendo la
prevencion y el tratamiento de SCC usando CO gaseoso. En el tratamiento de SCC, el CO se administra a un sujeto
que lo necesite (es decir, paciente) en una cantidad que afecta al menos a un sintoma clinico de SCC. En
realizaciones preferidas, el método de tratamiento reduce o elimina al menos un sintoma clinico de SCC, pero en
una cantidad que no induce niveles inaceptables de toxicidad o efectos secundarios adversos. En la prevencion de
SCC, el CO se administra a un sujeto que lo necesita (es decir, el paciente) de forma regular en una cantidad que
afecta el numero de SCC experimentado por el sujeto que lo necesita. En realizaciones preferidas, el método de
prevencién reduce el numero o la gravedad de SCC experimentado por el sujeto que lo necesita. En realizaciones
preferidas, la administracion es a través de la ingestion oral del liquido. Aunque el CO es toxico en altas
concentraciones, no es toxico en las concentraciones relativamente bajas utiles segun la presente invencion.
Ademas, debido a que el CO se une a la hemoglobina S (“Hb-S”) con una afinidad mucho mas alta que el oxigeno, y
debido a que la Hb debe estar en una configuracién no unida a gases a polimerizar (lo que da como resultado el
desarrollo de células falciformes), pueden usarse dosis relativamente bajas de CO para prevenir y tratar SCD y SCC.
El método también puede comprender administrar CO a un sujeto de forma regular en una cantidad que sea
suficiente para reducir el nimero de SCC experimentado por el paciente y/o reducir el dafio organico resultante
causado por la formacion de células falciformes. Los 6rganos afectados incluyen, pero sin limitacién, pulmones,
cerebro, corazon, rifiones, hueso, bazo, higado, glandulas endocrinas y 6érganos sexuales masculinos. El impacto de
la formacién de células falciformes en el tiempo extiende el grado de dafio a los 6rganos. En realizaciones, el
método se repite regularmente para proporcionar un régimen de tratamiento crénico.

Aunque existen varias formas de administrar el CO para tratar SCD y SCC, la mas conveniente es mediante la
administracion de un liquido infundido con CO. ElI CO absorbido a través del sistema Gl se une rapidamente a la Hb,
proporcionando asi un tratamiento eficaz y rapido.

El tratamiento de SCC segun los métodos de la invencion puede tener los siguientes efectos para uso agudo: puede
acortar las crisis y aliviar la gravedad de las crisis. El tratamiento del SCC segun los métodos de la invencion puede
tener los siguientes efectos para uso cronico: puede disminuir la frecuencia de las crisis, puede disminuir la
gravedad de las crisis, puede disminuir la extension, la progresion y la frecuencia del dafio organico, y puede
prevenir directamente las crisis.

La administracion de CO a un paciente a través de la administracién de liquido se logra mas convenientemente
usando recipientes generalmente disponibles, tal como una lata de metal o una botella de vidrio o plastico. El liquido
y el tipo de recipiente no estan particularmente limitados, con la excepcion de que el liquido debe permitir que se
disuelvan los niveles adecuados de CO, mientras que el recipiente debe estar fabricado de material que sea
suficientemente impermeable al CO y suficientemente resistente a la presion. Por supuesto, el profesional necesitara
ajustar la composicion del liquido en algunas situaciones para optimizar la disoluciéon de CO en el liquido y, por lo
tanto, la absorcion en el cuerpo del paciente. Por ejemplo, la salinidad, el pH, el contenido de azucar, la cantidad de
compuestos organicos (por ejemplo, alcohol), el contenido de proteinas, el contenido de lipidos, etc., se pueden
variar para optimizar el sabor, la consistencia, etc. de la composicién, y la cantidad de CO que se disuelve en el
liquido y también para optimizar la absorciéon de CO una vez que se administra al paciente. Ademas, la presion, la
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temperatura y los componentes en la composiciéon durante la disolucion de CO pueden variarse para optimizar la
cantidad de CO que se disuelve en el liquido. Asimismo, se pueden usar soluciones no acuosas de diversos
constituyentes, asi como composiciones acuosas 0 no acuosas que incluyen constituyentes no disueltos.

Entre los muchos recipientes que se pueden usar, se pueden mencionar: botellas de vidrio, botellas de plastico; y
latas de aluminio, y recipientes fabricados a partir de combinaciones de vidrio, plastico, aluminio y otros metales.

El CO tiene una serie de propiedades médicas y ha demostrado ser prometedor en el tratamiento de una diversidad
de enfermedades. El desafio principal al usar el CO como agente terapéutico dada su toxicidad potencial es
administrar una cantidad pequefia pero suficiente de CO para tratar la enfermedad sin causar dafio. Hasta ahora, no
ha sido posible hacer esto.

Hay una serie de limitaciones significativas para usar la administracion de CO disuelto en liquido y usado a través
del tracto Gl con fines terapéuticos o profilacticos. Estas limitaciones se han superado en la presente invencion. La
barrera principal hasta la fecha ha sido la administracién de cantidades suficientes de CO. La solubilidad del CO en
soluciones acuosas es baja a temperatura ambiente y presidén atmosférica normal (ATM). Por lo tanto, utilizando
enfoques previamente propuestos en la técnica, que se basan en disolver CO en una composicién acuosa a
temperatura ambiente y a presidon atmosférica, el volumen de liquido necesario para administrar una dosis
terapéutica de CO es logisticamente prohibitivo. Sin embargo, usando la presente invencién, se pueden lograr
niveles terapéuticamente utiles de CO. La tabla 1 proporciona un resumen de los volumenes necesarios para lograr
una dosis terapéutica que proporciona un aumento promedio del 9 % de CO-Hb, que proporciona un nivel promedio
de CO-Hb en la sangre de aproximadamente el 7 % en promedio sin aumentar por encima del 15 % en ningun
momento dado. Los valores se presentan para pacientes con SCD. La tabla 2 proporciona un resumen similar de los
voliumenes necesarios para tratar pacientes con niveles normales de Hb y funcién pulmonar normal.
Tabla 1:

Temperatura, Concentracion de CO Volumen de liquido Volumen diario de
Presion alcanzable en una necesario para lograr liquido necesario para
composicién acuosa un aumento del 9 % de lograr un aumento
(mg/l de agua) CO-Hb en pacientes promedio de CO-Hb al
con SCD 9%
21°C; 1 ATM 25 2,54 1por12h 511
2°C; 1 ATM 40 1,59 1 por 12 h 3,21
2°C; 2 ATM 80 0,791 por12h 1,61
2°C; 3ATM 120 0,53 1 por 12 h 1,11
2°C;5ATM 200 0,321por12h 0,61
2 °C; 10 ATM 400 0,151 por12h 0,31
Tabla 2:
Temperatura, Concentracion de CO Volumen de liquido Volumen diario de
Presion alcanzable en una necesario para lograr un | liquido necesario para
composicion acuosa aumento del 9 % de CO- lograr un aumento
(mg/l de agua) Hb en pacientes promedio de CO-Hb
“normales” al9 %
21°C; 1 ATM 25 4,521 por8h 13,61
2°C;1AT™M 40 2,831 por8h 8,51
2°C;2ATM 80 1,411 por8h 4,21
2°C;3AT™M 120 0,94 I por8h 281
2°C;5AT™M 200 0,57 I por8h 1,71
2°C; 10 ATM 400 0,28 I por8h 0,81

Las tablas 1 y 2 demuestran que, a presion ambiente, incluso a baja temperatura, no es posible alcanzar una
concentracion de CO en solucion que permita una dosis terapéutica de CO utilizando un volumen de solucién
acuosa que razonablemente puede tomarse por via oral por un paciente en un periodo de 24 horas.

Con el fin de lograr una mayor concentraciéon de CO que permita un volumen de solucién acuosa que se pueda
tomar razonablemente por via oral en un periodo de 24 horas, en la presente invencion se han realizado una serie

35 de mejoras en los intentos anteriores en la técnica.

Primero, en la presente invencion, en particular en lo que se refiere a realizaciones donde estan implicadas
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composiciones acuosas, el CO se disuelve en un liquido acuoso a una presién superior a la presién ambiente. El uso
de presion para disolver el CO aumenta la concentracion alcanzable de CO en solucién. Las tablas 1y 2 demuestran
el aumento significativo de las concentraciones de CO que se pueden lograr a presion y la correspondiente
disminucion sustancial de la cantidad necesaria de solucidn acuosa necesaria para proporcionar una dosis eficaz de
CO. Un experto en la técnica reconocera de inmediato que la disminucién de la temperatura por debajo de 2 °C y el
aumento de la presion por encima de 10 ATM puede lograr una concentracion aun mayor de CO disuelto en la
solucion acuosa, y que los valores presentados en la tabla 1 son solo para fines de demostracién. Aunque elevar la
presién por encima de 10 ATM puede no ser comercialmente factible, es tecnolégicamente factible en este
momento.

Las tablas 1y 2 demuestran que bajo una presion mayor que la ambiente y a baja temperatura, es posible lograr una
concentracion de CO en solucion que permita una dosis terapéutica de CO en un volumen de solucidon acuosa que
puede tomarse razonablemente por via oral por un paciente en un periodo de 24 horas. Los volumenes necesarios a
administrar al dia estan dentro de las cantidades tomadas diariamente por muchas personas. Por lo tanto, el
cumplimiento por parte de los pacientes deberia mejorarse enormemente en comparacion con cualquier intento de
tratamiento con liquidos que contienen CO conocidos en la técnica.

En segundo lugar, el uso de una formulacién para el Gl (por ejemplo, una formulacién para administraciéon oral)
supera el desafio de usar una composicién acuosa con infusién de CO como agente terapéutico. Una formulacion
acuosa oral o para el Gl permite el uso de una solucién con CO disuelto a una presion superior a la ambiente y a
baja temperatura, lo que permite una dosis terapéutica de CO. Cuando el CO se disuelve en una solucién a una
presion mayor que la ambiente, y la solucion se traslada a un entorno de presion ambiente tras la administracion de
la solucién, el gas CO saldra por burbujeo de la solucién (de forma similar a las soluciones liquidas que contienen
CO:2 disuelto). Las burbujas de gas representan un peligro sustancial para un paciente en muchos mecanismos de
administracion, tal como IP y administracion intravenosa, entre otros. Sin embargo, el burbujeo de gas CO fuera de
la solucion en el estdmago o el intestino no representa un riesgo de seguridad sustancial. Por lo tanto, el uso de una
ruta de administracion que permita el burbujeo de CO fuera de la solucidon permite el uso de esta invencion en
indicaciones terapéuticas que requieren una alta concentracion de CO. Ademas, la disolucién de CO en solucién a
temperaturas cercanas o inferiores a 0 °C aumenta la saturacion de CO de la solucién, en comparacién con la
disolucion de CO a temperatura ambiente. La administracion de una solucion muy fria presenta incomodidad y
peligro para un paciente en muchos mecanismos de administracion, tales como IP y administracion intravenosa,
entre otros. Sin embargo, el uso de un liquido frio en el estbmago o el intestino no representa un riesgo de seguridad
sustancial o una molestia sustancial. Por lo tanto, el uso de una ruta de suministro que permite la administracion de
una solucién fria permite el uso de esta invencién en indicaciones terapéuticas que requieren una alta concentracion
de CO. Ademas, aunque la presente invencién contempla disolver el CO en un liquido a temperaturas relativamente
bajas, el CO no necesita administrarse a un paciente por medio de un liquido frio. Por ejemplo, una composicion
liquida que contiene CO puede prepararse en un recipiente sellable. Una vez sellado, no es necesario mantener el
recipiente a temperatura fria para que el CO permanezca en solucién. Aunque se escapara una mayor cantidad de
CO de la solucion si el recipiente se abre a temperaturas mas altas que a temperaturas mas bajas, la ingestion (u
otra administracion) del liquido al paciente en un periodo de tiempo relativamente corto después de la apertura del
recipiente minimizara la pérdida de CO del liquido.

En tercer lugar, la presente invencién reconoce que las composiciones liquidas complejas son superiores al agua o
composiciones acuosas relativamente simples para la administracion terapéutica de CO. Intentos anteriores para
administrar CO a las células utilizaron CO disuelto en agua o en soluciones acuosas de agua y sales. Segun las
realizaciones preferidas de la presente invencion, la composicion liquida para la administracion de CO es una
composicion acuosa que contiene una o mas moléculas relativamente complejas, tales como proteinas, lipidos,
aceites, alcoholes y/o carbohidratos. Se ha encontrado que la presencia de estas moléculas complejas permite una
mayor solubilidad de CO en comparacién con las composiciones que carecen de ellas. Como tal, la inclusiéon de
estas moléculas complejas supera el desafio de usar CO como agente terapéutico. Las realizaciones preferidas de
la invencion incluyen, por lo tanto, la administraciéon de composiciones acuosas complejas que comprenden
concentraciones terapéuticas de CO mezcladas con uno o mas lipidos, proteinas u otras sustancias que ayudan a
aumentar la concentracion de CO en la composicion acuosa.

Cuarto, otra caracteristica de la presente invencidon que supera un desafio con el uso de CO como un producto
terapéutico es el uso en pacientes con bajas concentraciones de Hb, incluidos aquellos pacientes con SCD. Como
se menciona anteriormente, la cantidad de liquido que se puede administrar a un paciente es un factor limitante
dada la relativamente baja solubilidad del CO en liquidos. Sin embargo, debido a que la cantidad de Hb es menor en
ciertas poblaciones de pacientes, tales como aquellos con SCD, los niveles de dosificacién terapéutica de CO
también son mas bajos en dichos pacientes. La alta concentracion de CO posible en liquidos segun la presente
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invencion permite una mayor facilidad de uso, un mejor cumplimiento del paciente, y una mejora general en el efecto
terapéutico, en comparacion con otros tratamientos propuestos en la técnica.

Como se analiza anteriormente, la invencion proporciona un método para tratar a un paciente que padece una
enfermedad o trastorno, o en riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno, que puede tratarse o prevenirse
mediante la administracion de CO. Por lo tanto, la invencién proporciona el uso de una composicion liquida que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de CO en el tratamiento de una enfermedad o trastorno, o la
prevencion de una enfermedad o trastorno, que puede tratarse o prevenirse mediante la administracion de CO. La
invencion proporciona ademas el uso de una composicion liquida que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de CO en la preparacion de una composicion medicinal para el tratamiento o prevencion de una enfermedad o
trastorno que puede tratarse con CO.

En otro aspecto general mas de la invencidn, se proporcionan métodos para elaborar una composicién liquida que
contiene CO disuelto en una cantidad eficaz para el tratamiento. Los intentos anteriores en la técnica para crear una
composicion liquida que contenga CO gaseoso disuelto implicaron disolver CO en un liquido acuoso a temperatura
ambiente y presion atmosférica, dando como resultado una composicién que no es adecuada para su uso como
agente terapéutico o profilactico in vivo debido al bajo contenido de CO en el liquido. La presente invencién, por el
contrario, logra un agente terapéutico y profilacticamente eficaz a través del uso de un método de preparacion que
incluye el uso de alta presion, temperatura fria 0 una combinaciéon de ambos. Preferiblemente, el método también
incluye el uso de una composicion liquida que incluye uno o mas componentes complejos, que ayudan a aumentar
la concentracion de CO disuelto en la composicion.

El método para elaborar una composicion liquida que contiene CO tipicamente comprende someter una composicion
liqguida a una presion alta mientras se expone la composicién a CO gaseoso durante un periodo de tiempo suficiente
para lograr una concentracion de CO adecuada en la composiciéon liquida para proporcionar una composicion
terapéuticamente eficaz y/o profilacticamente eficaz. Sin embargo, debe observarse que, en ciertas realizaciones en
las que las composiciones comprenden lipidos, grasas o aceites, la introduccién de niveles terapéuticos de CO
podria no requerir el uso de una presidn superior a la atmosférica. En realizaciones preferidas, la etapa de exponer
comprende infundir CO en la composicion liquida por burbujeo a través de una cénula, aireador u otro dispositivo o
método equivalente. En algunas realizaciones, la composicion liquida se somete a mezcla o agitacion durante el
proceso de exposicion al CO para facilitar la disolucién del CO en la composicion liquida.

Aunqgue no es necesario, en realizaciones relacionadas con la producciéon comercial de la composicion liquida, se
prefiere que la composicion liquida que contiene CO se selle en un recipiente impermeable al CO para evitar la
pérdida de CO disuelto con el tiempo. Por consiguiente, en las realizaciones, el método para elaborar una
composicién liquida que contiene CO comprende dispensar la composicion liquida en un recipiente impermeable al
CO sellable y sellar el recipiente después de que se haya disuelto una cantidad apropiada de CO en la composicion
liquida. La dispensacion del liquido se puede realizar antes, durante o después de disolver el CO en la composicion
liquida. Tipicamente, el sellado se realizara bajo gas CO y en condiciones superiores a las atmosféricas para
minimizar la pérdida de CO disuelto durante el proceso de sellado. Como tal, es preferible que el recipiente y el
mecanismo de sellado (por ejemplo, tapa, tapon) sean resistentes a las presiones usadas durante la disolucién de
CO en la composiciéon (por ejemplo, de aproximadamente 1,1 ATM a aproximadamente 8 ATM o mas). Como se
analiza anteriormente, se conoce cualquier cantidad de recipientes sellables y tapas en la técnica de embotellado y
envasado de liquidos, y cualquiera de estos puede usarse dentro del contexto de la presente invencion.

El método de elaborar una composicién liquida que contiene CO se basa en el uso de una presion superior a la
atmosférica (es decir, presion “alta”) para aumentar la cantidad de CO disuelto en la composicién liquida. Segun la
invencién, se utilizan al menos 1,1 atmdsferas (ATM) de presion en el proceso de introducciéon de CO en la
composicion liquida. Preferiblemente, cuando se usa alta presidon, se usan al menos 1,2 ATM. En ciertas
realizaciones ejemplares, se usan 2 ATM, 3 ATM o 5 ATM durante la introduccién de CO en la composicién liquida.
La invencién contempla que las presiones superiores a 5 ATM también son adecuadas, tales como 6 ATM, 7 ATM, 8
ATM y 10 ATM o mas. Segun el andlisis relativo a los rangos establecidos anteriormente, el experto en la técnica
reconocera que todos los valores especificos, y todos los rangos posibles, que estan dentro de las condiciones
atmosféricas analizadas en el presente documento, se contemplan como parte de la invencion, y que no hay
necesidad de mencionar especificamente todos y cada uno de los valores y rangos posibles para que el experto en
la técnica reconozca que todos estos valores y rangos estan previstos como parte de la invencion. Ademas, debe
entenderse que las variaciones en la fuente de CO, el equipo utilizado para introducir el CO en la composicién
liquida, la presion del CO que se utiliza (es decir, el volumen suministrado por unidad de tiempo), y las presiones
atmosféricas utilizadas afectaran a la cantidad de tiempo requerido para lograr una concentracion adecuada de CO
en la composicion. Los expertos en la materia pueden identificar facilmente los parametros correctos para lograr una
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composicién que contiene CO utilizando solo procedimientos estandar y directos conocidos en la técnica, sin
demasiada o excesiva experimentacion.

El método para elaborar una composicion liquida que contiene CO comprende preferiblemente someter la
composicion a una temperatura baja durante la etapa de exponer el liquido al CO. Se ha encontrado que bajar la
temperatura de la temperatura ambiente (aproximadamente 21 °C) a aproximadamente 2 °C aumenta la cantidad de
CO que se disuelve en la composicion liquida. Segun la invencién, una temperatura baja es una temperatura igual o
inferior a 4 °C, preferiblemente igual o inferior a 2 °C, tal como 1 °C, 0 °C, -1 °C, -2 °C, -3 °C, -4 °C, -5°C, -6 °C, -
10 °C, -12 °C, -14 °C, -16 °C, -18 °C, -20 °C, o inferior. En realizaciones en las que la composicién se expone a una
temperatura baja, se prefiere que la composicion liquida que contiene CO se selle para evitar la pérdida de CO
disuelto con el tiempo. Por consiguiente, en las realizaciones, el método para elaborar una composicién liquida que
contiene CO comprende dispensar la composicion liquida en un recipiente sellable y sellar el recipiente después de
que se haya disuelto una cantidad apropiada de CO en la composicion liquida. La dispensacion del liquido se puede
realizar antes, durante o después de disolver el CO en la composicion liquida. Tipicamente, el sellado se realizara a
baja temperatura para minimizar la pérdida de CO disuelto durante el proceso de sellado. Como se analiza
anteriormente, se conoce cualquier cantidad de recipientes sellables y tapas en la técnica de embotellado y
envasado de liquidos, y cualquiera de estos puede usarse dentro del contexto de la presente invencién. En aras de
claridad, en realizaciones en las que se usan tanto alta presién como baja temperatura, se prefiere que el sellado se
realice tanto a alta presiébn como a baja temperatura, aunque no es necesario usar la misma presion y temperatura
utilizadas para disolver el CO en el liquido. Ademas, debe entenderse que, una vez que el liquido que contiene CO
se sella en un recipiente con gas CO, no es necesario mantener el recipiente sellado a alta presion y baja
temperatura, ya que el recipiente sellado no permitira que el CO disuelto escape de la solucion.

La presente invencion identifica tres parametros importantes para lograr una composicion liquida que tenga una
cantidad terapéutica y/o profilacticamente eficaz de CO gaseoso disuelto: introduccion de CO gaseoso a alta
presion; introduccion de CO gaseoso a baja temperatura; y la presencia de sustancias complejas en la composicion
liquida. Sin embargo, debe entenderse que otros parametros pueden ajustarse para mejorar o alterar de otro modo
la concentracion de CO en solucidn, o simplemente para alterar el sabor y la consistencia general. Estos parametros
se pueden ajustar por varias razones, incluyendo, pero sin limitacién: alterar el sabor del liquido; alterar la dulzura,
acidez o sabor del liquido; alterar el pH del liquido; alterar la salinidad del liquido; y alterar la consistencia del liquido.
Se ha encontrado que las alteraciones en muchos parametros no afectan significativamente a la capacidad de carga
global de CO de una composicion liquida, con las principales excepciones de la alteracion de la presion, la
temperatura, y la presencia de componentes complejos, como se describe anteriormente. Por ejemplo, las pruebas
muestran que, para una combinacion dada de presion, temperatura y componentes complejos, las variaciones en el
pH, concentraciones de azucar simples y concentraciones de sal tienen poco efecto sobre los niveles de CO
disuelto.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Formulaciones ejemplares

La presente invencion proporciona un avance sobre la técnica anterior al proporcionar una composicion liquida que
comprende cantidades terapéutica y/o profilacticamente eficaces de CO gaseoso disuelto en formas de dosificacion.
Las formulaciones se basan en tres criterios principales: el nivel de presion en fase gaseosa durante la disoluciéon de
CO en la composicion liquida; la temperatura durante la disolucion de CO en la composicion liquida; y la presencia
de componentes complejos en la composicion liquida. Las tablas 3-5 muestran datos que indican el papel de las
proteinas, grasas y otros componentes complejos en el aumento de la concentraciéon de CO disuelto en
composiciones liquidas segun la presente invencion.

Con referencia a la tabla 3, se puede ver que el CO se puede disolver en composiciones liquidas que comprenden
grasas y proteinas (Ensure® (Abbott, Abbott Park, IL), 10 %-50 % en agua) y nata estandar de leche de vaca (50 %
de nata en agua, v/v) a concentraciones superiores a las que se pueden lograr solo en agua, del orden de al menos
28 mg/l. Si bien se pueden lograr concentraciones mejoradas de CO disuelto a 1 ATM y 21 °C utilizando bajos
niveles de proteinas y grasas (por ejemplo, Ensure® al 10 %), la cantidad de CO disuelto se puede aumentar al
aumentar las cantidades de proteinas y grasas, y aumentando la presion de la fase gaseosa aplicada durante el
proceso de disolucion.

Tabla 3: Concentraciones de CO con diversas soluciones que contienen proteinas y grasa
(~1 atmdsfera de presion; Soluciones en agua)
| Solucién | Temperatura | Concentracién de CO (mg/l) | N |
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Ensure® al 10 % ~21°C 28,1 3
Ensure® al 20 % ~21°C 34,2 5
Ensure® al 30 % ~21°C 43,2 4
Ensure® al 40 % ~21°C 46,3 2
Ensure® al 50 % ~21°C 59,8 2
Nata al 50 % ~21°C 63,9 10
Nata al 50 % ~2°C 74,9 10

Al observar ahora la tabla 4, se puede ver que la cantidad de presion proporcionada durante el proceso de disolucion
de CO en una composicion liquida que contiene agua es un factor importante para lograr una composiciéon con
niveles terapéuticos de CO. Mas especificamente, la tabla 4 muestra que, para un porcentaje dado de Ensure® o
nata estandar, el aumento de la presidon durante la disoluciéon de CO da como resultado un aumento significativo en
la cantidad de CO infundido en la composicion.
Tabla 4: Concentraciones de CO con soluciones que contienen proteina y grasa a diversas presiones
(Soluciones en agua)

Solucién Temp. Presién Concentracién de CO (mg/l)
Ensure® al 50 % ~21°C 1ATM 60
Ensure® al 50 % ~21°C 2 ATM 120
Ensure® al 50 % ~21°C 3 ATM 180
Ensure® al 50 % ~21°C 5ATM 300
Ensure® al 50 % ~21°C 10 ATM 600
Nata al 50 % ~2°C 1ATM 75
Nata al 50 % ~2°C 2 ATM 150
Nata al 50 % ~2°C 3 ATM 225
Nata al 50 % ~2°C 5ATM 375
Nata al 50 % ~2°C 10 ATM 750

La tabla 5 muestra una comparacion de las cantidades de composicién liquida necesarias para proporcionar una
dosis terapéutica de CO a sujetos sin SCD (denominados pacientes “normales”) usando composiciones acuosas y
composiciones que comprenden proteinas y grasas (es decir, una composicion de nata al 50 %). Como se puede ver
en la tabla, el volumen de composicidon que se necesita administrar es la mitad o menos para las composiciones
liqguidas que comprenden proteinas y grasas en comparacion con las composiciones acuosas simples.

Tabla 5: Volumenes necesarios para conseguir una dosis terapéutica de CO en pacientes normales
(Dosis terapéutica asumida a un aumento promedio de CO-Hb al 5 %)

Temperatura, Concentracion Volumen Concentracion Volumen diario
Presién de CO en una diario de de CO en una de solucion no
solucién acuosa solucién solucién no acuosa
(mg/l de agua) acuosa acuosa (mg/l de | necesario (nata
necesario agua) al 50 %) para
para lograr un lograr un
aumento aumento
promedio de promedio de
CO-Hb al 5% CO-Hb al 5%
2°C;1AT™M 40 8,41 75 3,61
2°C;2AT™M 80 4,21 150 1,81
2°C;3ATM 120 281 225 1,21
2°C;5AT™M 200 1,71 375 0,71
2°C; 10 ATM 400 0,81 750 041

Como se puede ver en las tablas 3-5, las composiciones que contienen niveles terapéutica y profilacticamente
eficaces de CO se pueden producir segun la presente invenciéon. Ademas, los métodos segun la invencion, y las
composiciones preparadas usando los métodos, son superiores en la captura de CO en soluciéon mediante el uso de
presiones superiores a 1 ATM, temperaturas inferiores a 21 °C, y composiciones que comprenden sustancias
complejas, tales como proteinas y/o grasas.

25 Ejemplo 2: Eficacia in vivo de composiciones de la invencién
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Se ha establecido la capacidad de las composiciones segun la presente invencion para administrar niveles
terapéuticos de CO al torrente sanguineo de seres humanos y ratas, como se informa en este Ejemplo. Mas
especificamente, se preparé una formulacién acuosa disolviendo CO en agua a aproximadamente 2°C y
aproximadamente 1,2 ATM, dando como resultado una composicion que contiene una concentracién de CO de 0,05
g/l. El voluntario normal tomé aproximadamente 350 ml del agua infundida con CO dos veces por via oral a un
intervalo de 1,5 horas, con los siguientes resultados (tabla 6). Estos resultados se alinean con los resultados
estequiométricos esperados dentro de las bandas de error esperadas y la pérdida de CO con el tiempo:

Tabla 6: Concentraciéon de CO-Hb en sangre de un sujeto normal después de la dosificacién

Tiempo (horas) Concentracion (% de CO-Hb)
0 (valor inicial) 1,7
1,5 2,8
3,0 3,4

Este experimento muestra no solo que los niveles terapéuticamente eficaces de CO pueden infundirse en
composiciones liquidas segun la invencion, sino que dichas composiciones pueden ingerirse por via oral y pueden
administrar dosis terapéuticas de CO al torrente sanguineo, segun lo ensayado por concentraciones de CO-Hb.

Para mostrar adicionalmente la eficacia de la presente invencion en la creacion de composiciones liquidas
terapéuticamente eficaces para la administraciéon de CO, se preparé una composicion liquida que comprendia
proteinas y grasas segun el proceso de la invencion, y se probo su actividad de administracion de CO en ratas. Mas
especificamente, se preparé una formulacion de nata al 50 % en agua y se introdujo CO a aproximadamente 2 °C y
aproximadamente 1,2 ATM, dando como resultado una composicién que tiene una concentracién de 0,075 g/l
(75 mgl/l). Tres (3) ml de la formulacién se administré a ratas por medio de sonda, y los niveles de CO-Hb resultantes
se ensayaron y se compararon con un control negativo que recibié un liquido que no contenia CO a través de sonda.

Mas especificamente, las ratas de laboratorio con un peso de 250-300 gramos se trataron mediante sonda con: 1)
sin sonda (control negativo); 2) 3 ml de agua infundida con CO dos veces en los tiempos 0 y 1 hora; y 3) 3 ml de
nata al 50 % infundida con CO dos veces en los tiempos 0 y aproximadamente 1,25 horas. El muestreo de sangre se
realiz6 aproximadamente 1,5 horas después de la segunda sonda para cada rata.

Los resultados de las pruebas se presentan en la tabla 7. Los resultados muestran que el CO puede administrarse al
torrente sanguineo de la rata en una cantidad que es eficaz para tratar enfermedades y trastornos asociados con
resultados eficaces de CO a través de una ruta oral usando composiciones segun a la presente invencién. Se
obtuvieron resultados similares a los presentados en la tabla 7 con una composicion que comprendia Ensure® al
40 % preparada y administrada de la misma manera que la nata al 50 %.

Tabla 7: Administracion de cantidades terapéuticamente eficaces de CO in vivo

Espécimen Concentracién en el punto de ensayo (% de CO-Hb)
Control Neg. 0,8+1,9%

2 3,0+1,1

3 43+£0,6

Por lo tanto, el presente Ejemplo muestra que las composiciones segun la presente invencion pueden usarse con
éxito preclinicamente in vivo para administrar cantidades terapéuticamente eficaces de CO a la sangre de los
sujetos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l o mas para su uso en el tratamiento de un sujeto que padece
o corre el riesgo de desarrollar una enfermedad tratable con CO; comprendiendo el uso administrar la composicion
liquida al sujeto por medio del tracto gastrointestinal (Gl), donde la cantidad de CO es una cantidad suficiente para
reducir o eliminar al menos un sintoma clinico de la enfermedad, prevenir el desarrollo o la recidiva de la
enfermedad, limitar las morbilidades de la enfermedad, o curar la enfermedad, donde la enfermedad es una
enfermedad hematoldgica.

2. Una composicién liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l o mas para su uso segun la reivindicaciéon 1, donde la
enfermedad hematoldgica es causada por una hemoglobina anormal.

3. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l o mas para su uso segun la reivindicacién 2, donde la
enfermedad es anemia de células falciformes, enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de hemoglobina SC o
beta-talasemia de hemoglobina S.

4. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l o mas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1-3, que comprende ademas al menos uno de: proteinas, lipidos, grasas, triglicéridos, carbohidratos complejos,
azucar, sustituto de azucar artificial, zumo de frutas, carbohidratos, celulosa, fibra, acido citrico, saporiferos
artificiales, saporiferos naturales, goma, pectina, acido ascérbico, conservante, saponina, aceite, emulsion de aceite,
y una sal.

5. Una composicién liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l o mas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1-4, donde el liquido comprende agua, etanol, o ambos.

6. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l 0 mas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1-5, donde la administracion es por ingestion oral.

7. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l o mas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1-6, donde el volumen de la composicion liquida administrada al dia es de 2 litros 0 menos.

8. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 30 mg/l 0 mas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones
1-6, donde el volumen de la composicion liquida administrada al dia es de 1 litro 0 menos.

9. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de
monodxido de carbono (CO) en una cantidad de 75 mg/l a 4000 mg/l para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-8.

10. Una composicion liquida que comprende burbujas gaseosas disueltas o gaseosas atrapadas de

monoxido de carbono (CO) en una cantidad de 50 mg/l a 400 mg/l para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-8.
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