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DESCRIPCION
Glutamina para su uso en el tratamiento de una lesion.
Antecedentes de lainvencion
1. Campo técnico

La presente invencion se refiere al tratamiento de una lesién. Mas especificamente, la presente invencion se refiere
al uso de glutamina para tratar una lesion.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Comunmente, se aplican terapias nutricionales en personas enfermas con el fin de potenciar la capacidad fisica y la
recuperacion de estreses debidos a estados médicos. Muchas veces, las recomendaciones incluyen simplemente
consejos dietéticos referentes a la distribucion de hidratos de carbono, proteinas y grasas en la dieta global. Un
enfoque mas avanzado es recomendar el aporte complementario de nutrientes clave que ayudaran a la cicatrizacion
y potenciaran el estado fisico del individuo. Tales formulaciones nutricionales pueden denominarse “complementos
dietéticos”, “alimentos funcionales” o “alimentos médicos”. Con el fin de formular un alimento médico o funcional o
complemento dietético eficaz, es esencial una comprensién de las bases cientificas detras de los ingredientes clave.
Una vez que se hace una recomendacion bien fundada de una modificacion de la dieta, puede tener una poderosa
influencia sobre la velocidad de recuperacion del individuo que tiene mala salud.

A menudo, personas que se consideran ellas mismas que tienen buena salud con un buen estado nutricional, tienen
realmente grados algo subdptimos en ambos parametros, lo que los pone en riesgo de desarrollar tales estados
médicos. Complementos dietéticos, alimentos médicos o funcionales desarrollados para mejorar la funcion
cardiovascular también pueden beneficiar a tales personas como cardioprotectores.

En el area de la complementacion médicamente recomendada, las dietas artificiales han desempefiado un papel
clave durante muchos afios. Tras la cirugia, el tubo digestivo de un paciente normalmente no puede digerir alimentos
apropiadamente durante varios dias. En tales casos, es esencial la nutricion parenteral, en la que se administra al
paciente glucosa o una mezcla cuidadosamente formulada de sales, hidratos de carbono, aminoacidos, acidos
grasos y vitaminas. Incluso después de que se le haya retirado al paciente la nutricion parenteral, puede
establecerse nutricion enteral con una composicion similar por via oral o mediante un tubo de alimentacion, o puede
afnadirse a su dieta un complemento enteral de alimento médico con el fin de optimizar los tipos y las cantidades de
nutrientes que el paciente requiere y recibe.

La necesidad mas apremiante de regimenes de mantenimiento, rehabilitacién y prevencién mejorados esta en el
area de la enfermedad cardiovascular, que es la principal causa de muerte en todo el mundo. Se ha pronosticado
que una de cada cinco personas en los Estados Unidos tiene enfermedad cardiovascular. Dentro de este escenario,
el infarto de miocardio representa mas de medio milléon de muertes al afio. Ademas, los supervivientes se enfrentan
a un nivel de morbilidad y posterior discapacidad que afecta su estado médico, social y, de igual importancia,
econdémico. Por tanto, sobrevivir al acontecimiento agudo inicial de un infarto de miocardio supone para los
pacientes una variedad de desafios. Tales pacientes pueden quedar en un estado de funcién cardiovascular
comprometida tal como enfermedad isquémica crénica, insuficiencia cardiaca congestiva o flujo sanguineo periférico
reducido.

La insuficiencia cardiaca congestiva puede tener una aparicion mas insidiosa que la que sigue al infarto de
miocardio. La aterosclerosis puede disminuir gradualmente la circulacién al corazén o la hipertensién no controlada
puede debilitar el misculo cardiaco. Otro estado, cardiomiopatia, puede producirse a partir de una variedad de
causas incluyendo isquemia, hipertension o infeccion cronica. Cualquiera que sea la causa, estos tipos de
enfermedad cardiovascular pueden presentar un cuadro clinico similar y plantean los mismos problemas de
tratamiento y mantenimiento que el infarto de miocardio.

La enfermedad vascular periférica esta estrechamente relacionada con la enfermedad cardiovascular, porque la
misma causa subyacente, aterosclerosis, puede alterar la circulaciéon a los musculos esqueléticos, cerebro o rifiones,
interfiriendo con su funciéon. Un complemento nutricional que beneficie a los sujetos con enfermedad cardiovascular
también beneficiara a estos sujetos.

A lo largo de los ultimos veinte afios, la rehabilitacion cardiaca ha proporcionado a los supervivientes un aumento de
la calidad de vida. Los programas de rehabilitacion cardiaca han seguido cambiando para cumplir las necesidades y
expectativas de estos individuos aquejados. Un aspecto importante de la rehabilitacion satisfactoria es un aumento
programado gradual del entrenamiento de ejercicio con una atencion a la modificacion de factores de riesgo cardiaco
existentes. El objetivo final de cualquier programa de rehabilitacién cardiaca es la mejora de la capacidad funcional,
la disminuciéon de la conciencia de sintomas producidos por la actividad, la reduccién de la discapacidad y la
modificacién de factores de riesgo coronario conocidos para la prevencién de acontecimientos cardiovasculares
posteriores, es decir, proporcionar cardioproteccion. Muchos pacientes sienten plenamente que una buena calidad
de vida incluye la capacidad de reanudar su actividad previa a la enfermedad, si es posible.
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Aunque el aporte complementario nutricional general es el modo convencional de terapia como parte de un
programa de manejo de la enfermedad, un programa nutricional mas centrado puede tener beneficios mas
especificos y poderosos. Por ejemplo, la glutamina es (til en el tratamiento de enfermedades del higado debido a su
capacidad de aumentar el flujo sanguineo al higado (patente estadounidense n.° 6.001.878). La glutamina también
es eficaz en el mantenimiento del sistema inmunitario. Esto se demostr6 en un estudio en el que hubo un nivel
inferior de infeccion en pacientes tras trasplante de medula ésea cuando su programa nutricional parenteral se
complementé con glutamina (Calder y Yapoob 1999). Otro ejemplo es la taurina, que tiene un efecto inotropico
positivo sobre el corazén y puede usarse como tratamiento en insuficiencia cardiaca congestiva. En un ensayo
clinico, 4 semanas de aporte complementario de taurina condujeron a una mejora altamente significativa en disnea,
palpitacion, crepitaciones, edema y clase funcional de la New York Heart Association (Azuma et al 1983). Sin
embargo, no ha habido descripcién de como usar la glutamina para prevenir el dafio cardiaco o posibles usos de la
glutamina para prevenir o tratar otros problemas.

La lesion por reperfusion/isquemia miocardica (R/I) es uno de los factores de estrés potencialmente reversibles méas
importantes durante el periodo perioperatorio. Debido a la falta de un régimen terapéutico satisfactorio, la profilaxis
preoperatoria frente a la lesion R/I miocardica no es un procedimiento clinicamente rutinario. Esto es particularmente
relevante en procedimientos que requieren circulacién extracorpérea, tales como injerto de derivacion de arterias
coronarias (CABG) en el que la lesion R/l miocéardica es una consecuencia inevitable. Dos de los mecanismos
principales mediante los cuales puede lograrse la proteccion del miocardio frente a la lesion R/l incluyen: 1)
estimulacion de sintesis de proteina de estrés (es decir, proteinas de choque térmico) y 2) prevencion de la
reduccion del adenosin trifosfato (ATP) y una limitacion de la acidosis durante la isquemia prolongada.

La glutamina (GLN), considerada tradicionalmente un aminoacido no esencial, ahora parece ser un nutriente
condicionalmente esencial durante dolencia o lesion grave. La lesion y dolencia grave ha mostrado un aumento de la
utilizacién de GLN por el intestino, células inflamatorias y el rifién. Estas células que se replican rapidamente
consumen selectivamente glutamina por su papel esencial en la sintesis de &acido nucleico y como combustible
preferente durante el estrés. En buena salud, la GLN es el aminoacido méas abundante en el plasma y el misculo
esquelético, pero las concentraciones circulantes y tisulares caen vertiginosamente tras la lesion, cirugia o infeccién.
Especifico para procedimientos de CABG en pacientes humanos, la investigacion previa demostré que los niveles de
GNL plasmaticos circulantes caen en al menos el 30% tras CABG. Datos adicionales indican que la GLN del tejido
de miocardio también cae significativamente tras la circulacion extracorpérea en pacientes que se someten a CABG.

Una extensa investigacion indica que el aporte complementario de GLN puede ser protector contra lesion organica o
celular in vitro e in vivo. Adicionalmente, es probable que la caida de GLN plasmatica tras lesion o dolencia grave
sea perjudicial probablemente para la funcién de mdltiples 6rganos incluyendo el corazon. Estudios preliminares en
sujetos humanos han demostrado que la GLN puede mejorar los desenlaces en varias poblaciones de pacientes.
Mecanismos importantes de los efectos protectores de la GLN en el miocardio pueden referirse a la mejora de la
sintesis de proteinas de choque térmico tisulares, soporte del metabolismo tisular y la conservacion del estado redox
tisular.

Las proteinas de choque térmico (HSP) son una familia de proteinas altamente conservadas implicadas en los
mecanismos mas basicos de proteccion celular. La expresion de estas proteinas tras un ataque subletal puede
inducir “tolerancia al estrés” y proporcionar proteccion frente a un estrés posterior que de lo contrario seria letal.
Datos experimentales han demostrado que la induccion previa de la respuesta de estrés térmico puede proporcionar
una proteccion marcada contra muchas formas de lesién celular, incluyendo lesion por reperfusién/isquemia. El
papel de las HSP, especificamente HSP 72 (72 se refiere al peso molecular de la proteina), se ha descrito de
manera extensa en la proteccién del miocardio frente a la lesién por reperfusion/isquemia (R/1). Especificamente, se
ha demostrado que la manipulacion genética, que conduce a la sobreexpresion de la HSP 72, limita los efectos
perjudiciales de la lesion (R/I) en ratones. Estos hallazgos indican que la expresion de HSP 72 potenciada puede
conferir proteccion significativa contra la lesién R/I. La induccién de HSP para mejorar el desenlace en enfermedad
humana no se ha aprovechado porque los agentes de induccion utilizados en el laboratorio son por si mismos
téxicos y no son relevantes clinicamente. Los agentes usados actualmente para potenciar la expresion de HSP en el
laboratorio incluyen hipertermia aguda y metales pesados, tales como arsenito sodico. Estos métodos de
potenciacion de HSP 72 tienen toxicidad significativa asociada con su uso y por tanto seria deseable un método
clinicamente relevante de potenciacion de la expresion de HSP 72 para proteger el tejido de miocardio frente a la
lesion R/I.

Por tanto, seria Gtil desarrollar un agente terapéutico para el tratamiento y la prevencién del dafio cardiaco y otro
dafio celular que no tenga los efectos secundarios perjudiciales descritos anteriormente. También seria beneficioso
desarrollar una manera de aumentar la produccién de HSP in vivo sin tener que administrar HSP a un paciente.

El documento JP8295633 se refiere a un agente de prevencion de complicaciones para pacientes en estado
catabdlico de proteinas alto. El documento disponible como DATABASE EPODOC EUROPEAN PATENT OFFICE,
THE HAGUE, NL, XP002485398 da a conocer un tratamiento de estados de septicemia, politraumatismos y
posoperatorios en los que existe una degradacion metabdlica mediante infusiones que contienen el dipéptido alanil-
L-glutamina y diversos aminoacidos. El documento disponible como BASE DE DATOS MEDLINE [en linea] US
NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE (NLM), BETHESDA, MD, EE.UU.; julio de 1999 (1999-07), WILMORE D W ET
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AL: “Glutamine in the support of patients following bone marrow transplatation”. XP002484419 n.° de registro de la
base de datos NLM10453314 da a conocer el uso de dipéptido de glutamina parenteral/intravenoso (o enteral) para
pacientes que se someten a quimioterapia citotoxica e irradiaciéon que da como resultado catabolismo grave y
alteracion de la mucosa intestinal tras el trasplante de médula ésea. El documento disponible como BASE DE
DATOS BIOSIS [en linea] BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, FILADELFIA, P.A, EE.UU.; 2 de abril de 1998
(02-04-1998), GORINGE A P ET AL: “Glutamine and vitamin E in the treatment of hepatic veno-occlusive disease
following high-dose chemotherapy” da a conocer el uso de infusiones de glutamina (como dipéptido) para el
tratamiento de enfermedad veno-oclusiva hepatica del higado que es una complicacién comun tras el trasplante de
médula 6sea. El documento disponible como BASE DE DATOS BIOSIS [en linea] BIOSCIENCES INFORMATION
SERVICE, FILADELFIA, PA, EE.UU.; 2002, HOLECEK M ET AL: “Effect of alanyl-glutamine on leucine and protein
metabolism in irradiated rats” XP002484421 n.° de registro de la base de datos PREV200200304391 da a conocer el
uso en ratas de alanil-glutamina alimentada de manera intragastrica para mejorar las alteraciones causadas por la
irradiacion. El documento EPO0087750 se refiere a preparaciones de aminoacidos que contienen residuos
glutaminicos. La publicacién por OEHLER ET AL. (“Glutamine depletion impairs cellular stress response in human
leucocytes” BRITISH JOURNAL OF NUTRITION vol. 87, n.° SUP.1, 2002, paginas S17 - S21) describe que la
proteina de choque térmico HSP70 inducible principal se mejora mediante concentraciones de glutamina altas. El
documento US5849335 da a conocer que en episodios de estrés tales como septicemia, lesién, quemaduras,
inflamacién, diarrea y cirugia, existe un marcado aumento en el consumo de glutamina que conduce a una
deficiencia de glutamina.

Sumario de lainvencién

La invencioén se refiere a un dipéptido, seleccionandose dicho dipéptido del grupo que consiste en alanil-glutamina,
glicil-glutamina, leucil-glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-glutamina para su uso en el
tratamiento o la prevencion de una lesion, enfermedad o dolencia aguda o crénica; la prevencion de lesion por
reperfusion o isquemia; la proteccion de 6rganos para trasplante; atenuacion de la inflamacion o expresion de
citocinas pro-inflamatorias en estados de salud o enfermedad; la prevencion o el tratamiento de estrés térmico,
termoplejia o cualquier otra lesiéon o estrés relacionado con la temperatura; mejora del metabolismo tisular; y
tratamiento de septicemia; en el que la lesion, enfermedad o dolencia es una de lesién pulmonar, sindrome de
dificultad respiratoria aguda, una dolencia autoinmunitaria; artritis, artrosis, artritis reumatoide, lupus, esclerosis
multiple, fibromialgia, enfermedad de Chron, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, un ataque al corazon,
cirugia cardiaca, angina crénica, arteriopatia coronaria, peritonitis y sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, en
el que el medicamento esta dispuesto para administrarse en una dosis en bolo intravenoso.

Ademas, la invencion se refiere a un dipéptido, seleccionandose dicho dipéptido del grupo que consiste en alanil-
glutamina, glicil-glutamina, leucil-glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-glutamina para su uso en el
tratamiento de estados autoinmunitarios y enfermedades inflamatorias sistémicas y locales, con el fin de proteger
organos para trasplante, en el que el medicamento aumenta la expresion de cualquier proteina de choque térmico o
factor 1 de choque térmico y en el que el medicamento esta dispuesto para administrarse en una dosis en bolo
intravenoso.

La invencién también se dirige a un dipéptido, seleccionandose dicho dipéptido del grupo que consiste en alanil-
glutamina, glicil-glutamina, leucil-glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-glutamina para su uso en la
inhibicion del dafio cutaneo/epitelial debido a radiacion UV, lesién por quemadura, envejecimiento o cualquier otro
tipo de lesion por radiacion, en el que el medicamento aumenta la expresién de cualquier proteina de choque
térmico o factor 1 de choque térmico y en el que el medicamento esta dispuesto para administrarse en una Unica
dosis en bolo intravenoso. La invencién también se refiere a un dipéptido, seleccionandose dicho dipéptido del grupo
gue consiste en alanil-glutamina, glicil-glutamina, leucil-glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-
glutamina para su uso en la inhibicién de una lesion cutanea o de la mucosa proveniente de radiacion terapéutica o
quimioterapia, en el que el medicamento aumenta la expresién de cualquier proteina de choque térmico o factor 1 de
choque térmico y en el que el medicamento esta dispuesto para administrarse como una dosis en bolo intravenoso,
tépica u oral.

Descripcion de los dibujos

Otras ventajas de la presente invencion se aprecian facilmente ya que la misma se entiende mejor mediante la
referencia a la siguiente descripcion detallada, cuando se considera en conexion con los dibujos adjuntos en los que:

La figura 1 es un diagrama de flujo que muestra los mecanismos de los beneficios de la glutamina sobre la lesién por
reperfusion/miocéardica en pacientes con derivacion de arterias coronarias;

Las figuras 2A y B muestran el efecto de respuesta a la dosis de GLN sobre la expresion de HSP 72 en tejido
pulmonar y cardiaco en ratas no estresadas;

Las figuras 3A y B muestran el efecto de la GLN sobre la expresion de HSP 72 en corazones de ratas lesionadas por
LPS;

La figura 4 es un grafico que muestra el efecto de la glutamina (GLN) sobre la muerte celular por
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isquemia/reperfusion;

Las figuras 5A y B son graficos que muestran el efecto del tratamiento previo con glutamina (GLN) sobre los indices
cardiacos tras: lesion por reperfusion/isquemia en modelo de corazén de rata en funcionamiento;

La figura 6 es un grafico que muestra el efecto de la lesion por reperfusion/isquemia miocardica sobre la razén
ATP/ADP de tejido de miocardio en el modelo de corazén de rata en funcionamiento;

La figura 7 es un grafico que muestra el efecto de la lesion por reperfusion/isquemia miocéardica sobre el lactato del
tejido de miocardio en el modelo de corazoén de rata en funcionamiento;

La figura 8 es un grafico que muestra el efecto de la lesion por reperfusién/isquemia miocardica sobre el sustrato del
tejido de miocardio (glutamato, glutamina y glucosa) en el modelo de corazén de rata en funcionamiento;

La figura 9 es un grafico que muestra el efecto de la lesion por reperfusién/isquemia miocardica sobre el contenido
en glutation reducido en tejido de miocardio en el modelo de corazén de rata en funcionamiento;

La figura 10 es un grafico que muestra el efecto de la lesion por reperfusion/isquemia miocardica sobre el contenido
en NAD(+)/ NADH en tejido de miocardio en el modelo de corazén de rata en funcionamiento;

La figura 11 son espectros de 'H-MRS de tejido de miocardio de rata expuesto a isquemia y lesién por reperfusiéon
en el modelo de corazén de rata en funcionamiento;

La figura 12 muestra la ruta mediante la que la glutamina protege a las células epiteliales intestinales por medio de
inducciones de HSP 72;

Las figuras 13A y B muestran que la glutamina induce HSP 70 en tejido pulmonar y cardiaco;
La figura 14 es un gréafico que muestra que la glutamina potencia la supervivencia de una lesion por LPS;

La figura 15 es una fotografia que muestra que la glutamina potencia la expresion de HSP 70 en tejidos de ratas
lesionadas por LPS;

Las figuras 16A y B son graficos que muestran el efecto de la GLN sobre la liberacién de TNF-o e IL-1B a partir de la
inyeccion de LPS;

La figura 17 es un gréafico que muestra que la GLN potencia la expresion de HSP 70 pulmonar;

La figura 18 es un gréafico que muestra que la GLN potencia la activaciéon de HSF-1 pulmonar;

La figura 19 es un gréafico que muestra que la glutamina mejora el contenido en fosfato de alta energia tras CLP;
La figura 20 es un gréafico que muestra que la glutamina mejora el contenido en fosfato de alta energia tras CLP;
La figura 21 es un gréafico que muestra que la glutamina mejora la supervivencia tras ligacion y puncion cecal;
La figura 22 es un gréafico que muestra el gasto cardiaco frente a la reperfusion;

La figura 23 es un grafico que muestra que la glutamina potencia contenido en glutatién miocardico tras lesion por
RI/l;

La figura 24 es un gréfico que muestra que la glutamina oral mejora la supervivencia en el modelo de rata de
termoplejia experimental;

La figura 25 es un grafico que muestra la expresion de HSP 70 sérica en pacientes gravemente enfermos tras el
tratamiento con GLN;

La figura 26 es un grafico que muestra los niveles de HSP-70 a 1 semana en pacientes que recibieron glutamina en
comparacién con pacientes control;

La figura 27 es un grafico que muestra los niveles de HSP-70 a 1 semana en pacientes que recibieron glutamina en
comparacién con pacientes control;

La figura 28 es un gréafico que muestra los niveles de HSP-70 a 1 semana en pacientes que recibieron glutamina en
comparacion con pacientes control; y

La figura 29 es un grafico que muestra los niveles de HSP-70 a 1 semana en pacientes que recibieron glutamina en
comparacién con pacientes control.
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Descripcion de lainvencion

De manera general, se da a conocer un tratamiento de una lesiéon o enfermedad utilizando grandes dosis de
glutamina (GLN), un aminoacido condicionalmente esencial. Mas especificamente, se da a conocer un tratamiento
de Unica dosis en bolo de GLN en un portador farmacéuticamente aceptable para o bien prevenir o bien tratar una
lesion o enfermedad mediante administracion a un paciente que lo necesita.

Puede usarse un agente terapéutico que incluye una Unica dosis en bolo de glutamina para tratar una dolencia
aguda, una dolencia crénica, una enfermedad y una lesion. Ejemplos de dolencias, enfermedades y lesiones agudas
incluyen, pero no se limitan a, isquemia (tanto cardiaca como renal), trasplante, septicemia, hipotermia, lesion
pulmonar, enfermedades inflamatorias sistémicas y locales, estados autoinmunitarios, choque térmico, termoplejia y
lesion por reperfusion. Las funciones terapéuticas se basan en la capacidad de la glutamina para prevenir la
disfuncion metabodlica tras la isquemia y reperfusion y que la GLN es un inhibidor de INOS y eNOS. Este tipo de
dosificacion de glutamina puede mejorar los desenlaces de enfermedades cardiacas tales como arteriopatia
coronaria, ataques al corazén y procedimientos de circulacion extracorpérea. Adicionalmente, el agente terapéutico
puede ser util en el tratamiento de otros problemas incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedades y lesiones
asociadas con metabolismo tisular y para aumentar la expresion de proteina de choque térmico o factor-1 de choque
térmico in vivo.

La glutamina también puede utilizarse en la inhibicion o el tratamiento del dafio cutaneo/epitelial/de la mucosa. Tal
dafio puede producirse como resultado de radiacion UV, lesién por quemadura, envejecimiento, quimioterapia,
radiacion terapéutica u otra forma de lesion por radiacion.

La glutamina puede administrarse para aumentar sustancialmente la produccion de proteina de choque térmico
(HSP). La GLN puede usarse para tratar y prevenir dolencias relacionadas con calor tales como, pero sin limitarse a,
estrés térmico y termoplejia.

Adicionalmente, la GLN administrada o bien por via oral o bien en otra forma puede tener un efecto
antiinflamatorio/anticitocinas y por tanto puede ser util en el tratamiento de dolencias inflamatorias tales como, pero
sin limitarse a, trastornos autoinmunitarios tales como artritis (incluyendo artrosis y artritis reumatoide), lupus,
fibromialgia y otras enfermedades autoinmunitarias relacionadas, enfermedad de Crohn, sindrome del intestino
irritable y otras enfermedades que dan como resultado inflamacién o aumento de la produccién de citocinas.

Adicionalmente, la GLN administrada o bien por via oral o bien en otra forma puede ser protectora de 6rganos. En
otras palabras, la GLN puede administrarse a un individuo y si se extirpan 6rganos del individuo, los érganos pueden
permanecer viables durante un periodo de tiempo prolongado fuera del cuerpo del individuo. Adicionalmente, la GLN
puede administrarse a un 6rgano, tejido o célula para proporcionar al érgano, tejido o célula proteccion. El beneficio
de una propiedad de este tipo es que si los 6rganos pueden sobrevivir un periodo de tiempo mas largo tras
extraerse, entonces hay una mayor probabilidad de que los érganos puedan donarse a otro individuo que los
necesite. Los ejemplos de tales 6érganos que pueden protegerse incluyen, pero no se limitan a, higado, corazén,
pulmones, rifion y otros 6rganos que pueden extraerse. De manera similar, la GLN puede usarse como parte de un
fluido de reanimacidon o una disolucion de conservacion de trasplante de 6rgano en combinacidon con otros
electrolitos. Los ejemplos de tales fluidos/disoluciones incluyen, pero no se limitan a, disolucién de lactato de Ringer
y otras disoluciones similares conocidas por los expertos en la técnica.

La glutamina se administra como alanil-glutamina, glicil-glutamina, leucil-glutamina, valil-glutamina, isoleucil-
glutamina y cisteinil-glutamina. El dipéptido puede solubilizarse facilmente y aclararse a través del cuerpo en el plazo
de unas pocas horas, eliminando por tanto un problema con respecto a la toxicidad. El péptido también puede incluir
un nitrégeno terminal acilado. Preferiblemente, el resto acilante para el nitrégeno terminal acilado es acetilo.

La dosificacion de glutamina se basa en dosificaciones normales conocidas por los expertos en la técnica usando un
portador farmacéuticamente aceptable, que los conocen bien los expertos en la técnica. Mas especificamente, la
dosificacion depende del uso especifico de la glutamina, y la forma de administracion. Preferiblemente, se altera el
portador farmacéutico basandose en el uso previsto de la composicién. Adicionalmente, el portador puede
alterar/controlar la velocidad de absorcion o liberacion in vivo de la composicion al paciente, 6rgano, tejido o célula.
En otras palabras, el portador puede modificarse para permitir la liberacion prolongada de glutamina en el sitio de
tratamiento. El beneficio de tal liberacion es que permite un tratamiento a mas largo plazo en el sitio. Adicionalmente,
la liberacion puede alterarse para conseguir una farmacocinética y farmacodinamica éptimas con el fin de optimizar
los resultados del tratamiento.

La GLN puede mejorar los desenlaces de los problemas indicados anteriormente incluyendo, pero sin limitarse a,
lesién por reperfusién e isquemia en el corazén cuando se administra como una Unica dosis. Por ejemplo, una Unica
dosis de dipéptido de glutamina (alanil-glutamina) administrada a una rata 18 horas antes de la lesién del miocardio
puede mejorar la funcién del miocardio tras la lesion por reperfusiéon e isquemia. Esta proteccion se debe a la
conservacion del metabolismo y los niveles de glutation. Una Unica dosis de alanil-glutamina funciona por medio de
la conservacion del metabolismo tisular (contenido en ATP, etc.) y la conservacion de los niveles de glutation tisular.
Por ejemplo, la GLN puede administrarse como un gran bolo i.v. antes de la cirugia. El intervalo de dosificacion es
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preferiblemente de desde 0,1 gramos/kg hasta 2 gramos/kg de glutamina por dosis. De ser necesario, pueden
administrarse cantidades adicionales de GLN tras la operacién para proporcionar proteccion sostenida.

La composicién de la presente invencion puede usarse para administrar alanil-glutamina u otro dipéptido de
glutamina a pacientes que llegan a los SU con ataques al corazdn, pacientes que llegan para cirugia cardiaca,
pacientes con angina cronica o pacientes que presentan sintomas de otros problemas tal como se dio a conocer
anteriormente. El beneficio del tratamiento es enorme ya que éste es un aminoacido benigno y relativamente barato.
Un beneficio adicional es que, tal como se establecié anteriormente, la GLN se aclara del cuerpo en el plazo de unas
pocas horas, por tanto no existe ningun problema con respecto a la toxicidad.

En una descripcién mas especifica del tratamiento dado a conocer anteriormente, la glutamina es protectora contra
lesién organica o celular in vitro e in vivo. Los datos proporcionados en el presente documento establecieron que el
tratamiento previo con glutamina puede proteger directamente a los cardiomiocitos frente a la muerte celular
miocéardica inducida por R/l mientras que se potencia el retorno de la funcién contractil. Adicionalmente, la glutamina
puede potenciar la expresién de proteinas de choque térmico 72 y 27, que son factores citoprotectores endégenos,
en los corazones de animales tanto estresados como no estresados. El tratamiento previo con GLN puede conservar
la funcion del miocardio tras la lesion por R/I. La conservacion mediada por GLN de la funcién del miocardio se
encontré que estaba asociaba con marcadores mejorados del metabolismo del tejido de miocardio incluyendo una
razon ATP/ADP, contenido en ATP total y contenido en creatina/fosfocreatina total mejorados tras la lesién por R/I.
Adicionalmente, el tratamiento previo con GLN condujo a niveles de sustrato potenciados de glutamato (un sustrato
clave en el miocardio isquémico) antes de la lesion por R/l y niveles tisulares potenciados de glutamato, glutamina y
glucosa tras la lesion por R/I. Estos tejidos también demostraron un contenido en NAD (+)/NADH total y glutation
reducido potenciado que indica una reduccién de la generacion de oxidantes tisulares tras la lesion por R/l (estado
redox mejorado) y conservacién de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Este estudio implicaba la conservacion de
metabolitos celulares en la prevencion de la lesién por R/l miocérdica. Finalmente, datos recientes indican que GLN
oral a baja dosis puede retrasar el comienzo de la isquemia en pacientes con angina crénica estable conocida.

Adicionalmente, la glutamina (GLN) protege contra la mortalidad inducida por endotoxinas. Sin embargo, se
desconoce el efecto de la GLN tras la ligacion cecal y puncion doble (2CLP), un modelo clinicamente mas relevante
de septicemia en seres humanos. Adicionalmente, niveles de interleucina-18 (IL-18) aumentados parecen
desempefiar un papel critico en la insuficiencia organica inducida por citocinas y pueden ser predictivos de la
mortalidad en pacientes con septicemia. El tratamiento posterior con GLN atenda la expresién de citocinas
proinflamatorias (IL-18, IL-6 y TNF-a), potencia la expresion de proteina de choque térmico 72 (HSP 72) pulmonar y
mejora la supervivencia tras 2CLP. Se sometieron ratas Sprague-Dawley (250-300 g) a 2CLP y una hora tras la
cirugia se les administr6 una Unica dosis de GLN (0,75 g/kg) (n=18) o una disolucién salina equilibrada (control)
(n=17). Se monitoriz6 la supervivencia durante cinco dias. En un grupo separado de animales, se extrajo sangre a
multiples puntos de tiempo para el andlisis de la expresion de citocinas (IL-18, IL-6 TNF-a e IL-10). Se extrajo tejido
pulmonar para el andlisis de HSP 72. La administracion de GLN una hora tras 2CLP atenu¢ significativamente la
expresion de IL-18 a las 12, 18 y 24 horas tras 2CLP (p < 0,05). La expresion de IL-6 y TNF-a se atenud a las 6
horas tras 2CLP (p < 0,05). La GLN potencié la expresion de HSP 72 pulmonar frente al control (p < 0,05) tras 2CLP.
Finalmente, la GLN disminuy0 la tasa de mortalidad a los 5 dias desde el 78% hasta el 42% (p <0,04) tras 2CLP. Los
datos indican que la GLN puede mejorar notablemente la supervivencia de 2CLP. Los posibles mecanismos para
esta proteccién incluyen la atenuacion de la expresion de citocinas proinflamatorias y la expresion de HSP 72
pulmonar potenciada. Adicionalmente, esta es la primera descripcion de la expresion de IL-18 en el modelo de
2CLP. Estos datos indican que una Unica dosis de GLN administrada como tratamiento posterior puede atenuar el
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y prevenir la mortalidad de la septicemia polimicrobiana.

La invencion se describe adicionalmente en detalle mediante referencia a los siguientes ejemplos experimentales.
Estos ejemplos sdlo se proporcionan para el fin de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos a menos que se
especifique lo contrario. Por tanto, la invencion en ningiin modo debe considerarse que se limita a los siguientes
ejemplos, sino mas bien, debe considerarse que abarca todas y cada una de las variaciones que resultan evidentes
como resultado de la ensefianza proporcionada en el presente documento.

Ejemplos

Administracion de agentes terapéuticos (compuestos):

El compuesto de la presente invencion se administra y dosifica segin la buena practica médica, teniendo en cuenta
el estado clinico del paciente individual, el sitio y método de administracion, la programacion de la administracion,
edad del paciente, sexo, peso corporal y otros factores conocidos por los médicos. La “cantidad farmacéuticamente
eficaz” para los fines en el presente documento se determina por tanto mediante tales consideraciones que se
conocen en la técnica. La cantidad debe ser eficaz para lograr la mejora incluyendo pero sin limitarse a una tasa de
supervivencia mejorada o recuperacién mas rapida, o mejora o eliminaciéon de sintomas y otros indicadores que se
seleccionan como medidas apropiadas por los expertos en la técnica.

El compuesto de la presente invencion puede administrarse de diversas maneras. Debe indicarse que puede
administrarse como el compuesto 0 como una sal farmacéutica aceptable y puede administrarse solo 0 como un
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principio activo en combinacién con vehiculos, adyuvantes, diluyentes y portadores farmacéuticamente aceptables.
Los compuestos pueden administrarse por via oral, por via subcutanea o por via parenteral incluyendo intravenosa,
intraarterial, intramuscular, por via intraperitoneal e intranasal asi como técnicas intratecales y de infusiéon. También
son Utiles implantes de los compuestos. El paciente que esta tratandose es un animal de sangre caliente y, en
particular, mamiferos incluyendo un ser humano. Los vehiculos, adyuvantes, diluyentes y portadores
farmacéuticamente aceptables asi como portadores de implantes generalmente se refieren a cargas liquidas o
sélidas no toxicas, inertes, diluyentes o material de encapsulacién que no reaccionan con los principios activos de la
invencion.

Se indica que los seres humanos se tratan de generalmente durante mas tiempo que los ratones u otros animales
experimentales mostrados a modo de ejemplo en el presente documento, tratamiento que tiene una duracion
proporcional a la duracién del proceso patologico y la eficacia del farmaco. Las dosis pueden ser dosis Unicas o
dosis multiples a lo largo de un periodo de varios dias, aunque se prefieren dosis Unicas.

Las dosis pueden ser dosis Unicas o dosis multiples a lo largo de un periodo de varios dias. El tratamiento tiene
generalmente una duracién proporcional a la duracién del proceso patol6gico y la eficacia del farmaco y la especie
del paciente que esta tratandose.

Cuando se administra el compuesto de la presente invencion por via parenteral, se formulara generalmente en una
forma inyectable de dosificacion unitaria (disolucién, suspensiéon, emulsion). Las formulaciones farmacéuticas
adecuadas para inyeccion incluyen dispersiones o disoluciones acuosas estériles y polvos estériles para su
reconstitucion para dar dispersiones o disoluciones inyectables estériles. El portador puede ser un medio
dispersante o disolvente que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales.

Puede mantenerse una fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de
tensioactivos. También pueden usarse vehiculos no acuosos tales como aceite de semilla de algodon, aceite de
sésamo, aceite de oliva, aceite de soja, aceite de maiz, aceite de girasol o aceite de cacahuate y ésteres, tales como
miristato de isopropilo, como sistemas de disolventes para composiciones de compuestos. Adicionalmente, pueden
afadirse diversos aditivos que potencian la estabilidad, esterilidad e isotonicidad de las composiciones, incluyendo
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y tampones. Puede garantizarse la prevencion de la
accion de microorganismos mediante diversos agentes antifingicos y antibacterianos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. En muchos casos, sera deseable incluir agentes isoténicos, por
ejemplo, azlcares, cloruro de sodio y similares. Puede provocarse una absorcion prolongada de la forma
farmacéutica inyectable mediante el uso de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina. Segun la presente invencion, sin embargo, cualquier vehiculo, diluyente o aditivo usado tendria
que ser compatible con los compuestos.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando los compuestos utilizados en la puesta en
practica de la presente invencién en la cantidad requerida del disolvente apropiado con diversos de los otros
componentes, segun se desee.

Una formulacion farmacoldgica de la presente invencion puede administrarse al paciente en una formulacion
inyectable que contiene cualquier portador compatible, tal como diversos vehiculos, adyuvantes, aditivos y
diluyentes; o los compuestos utilizados en la presente invencion pueden administrarse por via parenteral al paciente
en forma de sistemas de administracion dirigida o implantes subcutaneos de liberacion lenta tales como anticuerpos
monoclonales, administracion vectorizada, iontoforética, matrices de polimero, liposomas y microesferas. Los
ejemplos de patentes que dan a conocer sistemas de administracion Utiles en la presente invencion incluyen:
5.225.182; 5.169.383; 5.167.616; 4.959.217; 4.925.678; 4.487.603; 4.486.194; 4.447.233; 4.447.224; 4.439.196; y
4.475.196. Muchos otros tales implantes, sistemas de administracion y médulos los conocen bien los expertos en la
técnica.

Se prefieren técnicas conocidas que administran la formulacién farmacolégica del compuesto utilizado en la presente
invencion por via intravenosa y que conservan la actividad bioldgica.

El compuesto de la presente invencion puede administrarse inicialmente mediante inyeccion intravenosa para llevar
los niveles sanguineos hasta un nivel adecuado. Los niveles del paciente se mantienen entonces mediante una
forma de dosificaciéon oral, aunque pueden usarse otras formas de administracion, dependiendo del estado del
paciente y tal como se indicé anteriormente. La cantidad que va a administrarse variara para el paciente que esta
tratdndose y variara desde aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal hasta 100 mg/kg de peso corporal al dia 'y
preferiblemente sera de desde 10 mg/kg hasta 10 mg/kg al dia.

Ejemplo 1:

La lesién por reperfusidn/isquemia (R/l) miocardica es una consecuencia inevitable de procedimientos quirargicos
gue requieren circulacion extracorpérea. Debido a la falta de un régimen terapéutico satisfactorio, la profilaxis
preoperatoria contra la lesién por R/I miocardica durante procedimientos que requieren circulacion extracorpdrea no
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es un procedimiento clinicamente rutinario. Datos preliminares de la investigacion y otros laboratorios indican que la
glutamina (GLN), un aminoacido condicionalmente esencial, es protectora contra la lesion organica y celular in vitro
e in vivo. Los datos muestran que el tratamiento previo con glutamina puede proteger directamente a los
cardiomiocitos frente a la muerte celular miocardica inducida por R/l mientras que se potencia el retorno de la
funcién contractil.

Adicionalmente, la glutamina puede potenciar la expresion de la proteina de choque térmico 72 y 27, que son
factores citoprotectores endégenos, en los corazones de animales tanto estresados como no estresados. Datos
posteriores del laboratorio indican que el tratamiento previo con GLN en la rata intacta puede conservar la funcion
del miocardio tras la lesion por R/l en un modelo de corazén en funcionamiento. Esta conservacion mediada por
GLN de la funciéon del miocardio se encontré que estaba asociaba con marcadores mejorados del metabolismo del
tejido de miocardio incluyendo razén ATP/ADP, contenido en ATP total y contenido en creatina/fosfocreatina total
mejorados tras la lesion por R/l. Ademas, el tratamiento previo con GLN condujo a niveles de sustrato potenciados
de glutamato (un sustrato clave en el miocardio isquémico) antes de la lesion por R/l y niveles tisulares potenciados
de glutamato, glutamina y glucosa tras la lesion por R/I. Los tejidos también demostraron un contenido en NAD
(+)/NADH total y glutatién reducido potenciado que indica una reduccion en la generacion de oxidantes tisulares tras
la lesion por R/l (estado redox mejorado) y conservacion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Datos de otro
laboratorio han corroborado estos hallazgos y han demostrado que la administracion de GLN por medio del
perfundido en un corazon de rata en funcionamiento puede mejorar el desenlace de la lesion por R/I. El estudio
implicaba la conservacion de metabolitos celulares en la prevencion de la lesion por R/l miocardica. Finalmente,
datos recientes indican que GLN oral a baja dosis puede retrasar el comienzo de la isquemia en pacientes con
angina cronica estable conocida. Por tanto, la terapia con GLN preoperatoria puede atenuar la lesion del miocardio
tal como se midié mediante el efluente coronario y la liberacién de creatina fosfocinasa y troponina plasmaética.

Efecto de GLN sobre la lesion del tejido de miocardio. La administracién preoperatoria de GLN a pacientes que
se someten a cirugia de CABG disminuye la lesion de células del miocardio tras la circulacion extracorpérea. Puede
extraerse plasma previamente a la operacion, al inicio de la circulacion extracorpérea y posteriormente a la
operacion y analizarse para determinar la troponina y CK-MB. Adicionalmente, puede recogerse el efluente coronario
a diversos puntos durante la circulacién extracorpérea y analizarse para determinar la troponina.

Efecto de GLN sobre el contenido en proteina de choque térmico de tejido auricular humano. La
administracion preoperatoria de GLN a pacientes que se someten a cirugia de CABG potencia el contenido en
proteinas de choque térmico 72 y 27 del miocardio al inicio y al final de la circulacion extracorpdrea. Puede extraerse
tejido de orejuela auricular derecha de pacientes que se someten a cirugia de CABG antes y tras la circulacion
extracorporea y analizarse para determinar el contenido en proteina de choque térmico 72 y 27 (analisis de
inmunotransferencia de tipo Western).

Efecto de GLN sobre la potenciacion de medidas del metabolismo tisular y estado redox en tejido auricular
humano. La administracion preoperatoria de GLN a pacientes que se someten a cirugia de CABG mejora las
mediciones del metabolismo del tejido de miocardio al inicio e interrupcién de la circulacidon extracorpérea. Puede
extraerse tejido de orejuela auricular derecha de pacientes antes del inicio de la derivacion de arterias coronarias y
analizarse para determinar el metabolismo tisular (espectroscopia de resonancia magnética (MRS)). Estas
mediciones incluyen ATP, razén ATP/ADP, lactato, glutamina, glutamato y glucosa tisulares. Puede analizarse el
estado redox tisular y la conservacion de la fosforilacién oxidativa por medio del contenido en el tejido de miocardio
del contenido en NAD/NADH total y glutation reducido (MRS).

Efecto de GLN sobre la funcion cardiaca posoperatoria 'y desenlaces globales de pacientes. La administracion
preoperatoria de GLN a pacientes que se someten a cirugia de CABG puede (i) mejorar la funcién cardiaca
posoperatoria, (ii) disminuir la necesidad de soporte vasopresor posoperatorio y (iii) acortar la duracion de la
ventilacién mecanica posoperatoria, y la duracion de la estancia en la UCI y el hospital. Pueden recogerse datos
sobre la funcién cardiaca de manera preoperatoria, al inicio y terminacidon de la circulacién extracorpérea, y de
manera posoperatoria (por medio del indice cardiaco). Puede evaluarse el requisito de terapia vasopresora de
manera posoperatoria tanto para la dosis como la duraciéon de tiempo que el paciente requiere de tratamiento
vasopresor. Adicionalmente, puede registrarse la duracion de la ventilacion posoperatoria, duraciéon de la admision
en la UCI y duracion total de la estancia en el hospital.

La comprension lograda a partir de lo anterior arroja luz sobre el potencial del tratamiento previo con GLN para
proteger frente a la lesion por R/l miocardica tras la circulacién extracorpérea en CABG. Adicionalmente, los estudios
proporcionan comprensién adicional de los mecanismos bioquimicos mediante los que la GLN puede proteger frente
a la lesion por R/l en el miocardio humano.

Datos preliminares en pacientes humanos indican que la administracion de GLN oral a baja dosis (80 mg/kg) puede
retrasar significativamente el tiempo hasta el comienzo de la isquemia en pacientes con angina estable cronica.
Especificamente, el ensayo cruzado controlado por placebo, ciego, aleatorizado examiné el efecto de GLN
administrada a 17 pacientes con angina estable cronica conocida. Se administr6 GLN o placebo a pacientes 40
minutos antes de una prueba de esfuerzo con ejercicio y se registré el tiempo hasta el comienzo de 1 mm de
depresion de ST. Entonces, se cruzaron los pacientes tras un intervalo de una semana. La administracion de GLN
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condujo a un retraso significativo en el comienzo de la depresion de ST (p < 0,05).

Se ha administrado previamente GLN a seres humanos gravemente enfermos en una variedad de practicas clinicas
sin ninguna prueba de toxicidad. La Unica excepcion a este hallazgo ha sido en pacientes con insuficiencia hepatica
y/o renal significativa. Se observd que los pacientes tenian una elevacién en sus niveles de amoniaco y nitrégeno de
urea sanguineos que no se notific6 que tuviesen consecuencias fisioldégicas graves y eran reversibles con la
interrupcion de la terapia.

Ademas de los pacientes que se someten a procedimientos de CABG, otros grupos de pacientes pueden
beneficiarse de la posible proteccion mediada por GLN frente a la lesién por R/l miocardica. En pacientes en riesgo
de isquemia cardiaca (tal como en pacientes con arteriopatia coronaria y/o angina inestable crénica), la
administracion de GLN puede reducir lesiéon del miocardio y mejorar el rendimiento cardiaco tras infarto o isquemia
miocardica. Adicionalmente, también puede usarse GLN para proteger frente a la lesion isquémica en corazones y
otros 6rganos extraidos para trasplante de érganos.

La glutamina puede mejorar los desenlaces clinicos de enfermedades criticas; se desconoce el mecanismo de esto.
Actualmente, se administra glutamina como complemento nutricional para nutricion parenteral o alimentacion
enteral. Una Unica dosis grande de glutamina administrada como un “farmaco” puede mejorar notablemente los
desenlaces de septicemia, sindrome de dificultad respiratoria aguda y estados proinflamatorios corrigiendo la
expresion defectuosa de proteina de choque térmico 70, atenuando la liberaciéon de citocinas proinflamatorias y
corrigiendo defectos inducidos por septicemia en el metabolismo.

La administracion de glutamina a 0,75 g/kg como una Unica dosis (de alanil-glutamina) puede potenciar expresion de
proteina de choque térmico 70, atenuar la expresion de citocinas proinflamatorias (TNF-alfa, IL-6, IL-18 exc.) y
mejorar el metabolismo tisular (niveles de ATP tisular mejorados, lactato disminuido y niveles de NAD+ conservados)
conduciendo a una morbimortalidad disminuida tras septicemia y sindrome de dificultad respiratoria aguda. Esto
puede tener implicaciones clinicas significativas para mejorar los desenlaces de septicemia, lesiébn pulmonar,
traumatismo y otros trastornos inflamatorios (tales como artritis, enfermedad inflamatoria del intestino y esclerosis
multiple)

Se administr6 alanil-glutamina y se determind que la administracion, tras el comienzo de la septicemia en el modelo
de ligacion y puncién cecal clinicamente relevante de septicemia en la rata, de la alanil-glutamina, administrada
como una Unica dosis grande, puede restaurar la expresion de proteina de choque térmico normal en el pulmoén,
atenuar la liberacion de citocinas inflamatorias y mejorar por lo demas el metabolismo celular defectuoso en el
pulmon.

Pueden usarse dosis Unicas o multiples grande de dipéptido del aminoacido para mejorar significativamente los
desenlaces de infecciones graves, sindrome de dificultad respiratoria aguda y otras lesiones graves como
traumatismo y quemaduras graves. La dosis puede administrarse tras la admisién en la sala de urgencias o la UCI
para prevenir la morbimortalidad. Ademas, el aminoacido puede mejorar los desenlaces de otras enfermedades
inflamatorias tales como enfermedad inflamatoria del intestino (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), artritis,
esclerosis multiple y/o lupus.

GLN potencia la expresion de proteina de choque térmico en el miocardio y estresado no estresado. En los
estudios iniciales, se examinoé el efecto de la GLN sobre la expresion de proteina de choque térmico en el miocardio
en la rata intacta estresada y no estresada. El primer conjunto de experimentos examind el efecto de un intervalo de
dosis de GLN sobre la expresion de proteina de choque térmico en el corazén de rata no estresada. Tal como se
muestra a continuacion en la figura 1, la GLN potencié significativamente la expresién de HSP 72 a todas las dosis
sometidas a prueba: también se observd el aumento para HSP 27 (otra de las proteinas de choque térmico
protectoras) en la que la induccién se produjo tan pronto como a las 4-6 horas y persistié durante hasta 48-72 horas.
En un conjunto separado de experimentos, un grupo de ratas se traté con 0,75 g/kg de GLN o una disolucién control
de LR y entonces se administraron simultdneamente 5 mg/kg de endotoxina de Escherichia Coli (LPS). Se
sacrificaron los animales seis horas tras la administracion de GLN/LPS y se extrajo tejido del corazon para el analisis
de la expresion de HSP. La GLN potencid notablemente la expresion de tanto HSP 27 como 72 tal como se midié
mediante analisis de inmunotransferencia de tipo Western (figura 2).

Mas especificamente, la figura 2 muestra el efecto de la respuesta a la dosis de GLN sobre la expresién de HSP 72
en tejido pulmonar y cardiaco en ratas no estresadas. Se trataron las ratas con concentraciones variables de GLN
administrada a lo largo de 12-15 minutos. Entonces se extrajeron tejidos cuatro horas tras la administracion de GLN
y se analizaron las expresiones de HSP 72 mediante inmunotransferencia de tipo Western. La imagen mostrada es
representativa de las obtenidas en cuatro experimentos diferentes. El grafico representa un aumento en porcentaje
de HSP 72 con respecto al control. Todas las dosis de GLN (0,15 g/kg (barras blancas), 0,45 g/kg (barras grises)
0,75 g/kg (barras negras)) aumentaron significativamente las concentraciones de HSP 72 (medidas mediante
densitometria) con respecto al control. (* p < 0,001, ** p < 0,01, *** p< 0,05 en comparacion con el control mediante
ANOVA).

La figura 3 muestra el efecto de GLN sobre la expresion de HSP 72 en corazones de ratas lesionadas por LPS. Se
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administré a las ratas LPS (5 mg/kg) simultaneamente con GLN (n = 5) + reanimacion con liquidos o reanimacion
con LR sola (n = 4) por medio de la vena de la cola. Se extrajeron tejidos seis horas tras la lesion por LPS y se
analizaron para determinar la expresion de HSP 72 por medio de inmunotransferencia de tipo Western. Cada carril
representa extractos de proteina de un animal separado. La densitometria relativa se expresa como medias +/- DE.
*- p < 0,0005, en comparacién con reanimacion con LR sola evaluada mediante la prueba de la t de Student.

GLN protege a los cardiomiocitos frente a la lesion por R/l y potencia la expresion de la proteina de choque
térmico 72. En estudios preliminares adicionales, se sometié a prueba si la GLN puede proteger a cardiomiocitos
aislados frente a la lesion por R/l. Se estudiaron cardiomiocitos que se contraian espontaneamente. Se logré el
tratamiento previo con glutamina dejando que los cardiomiocitos se equilibrasen en BSS con GLN 10 mM o 0 mM
afiadida durante una hora antes de la isquemia/reperfusion posterior. GLN también estuvo presente en todo el
periodo de isquemia y reperfusion en las células tratadas con GLN. Se observaron disminuciones significativas en la
muerte celular en las células tratadas con glutamina (22%) frente a las células control (48%) (p < 0,0005) (figura 4).
La GLN también potencio significativamente el retorno de la funcion contractil tras lesion por R/l (p < 0,05). Células
tratadas con GLN demostraron adicionalmente un aumento significativo en el contenido en HSP 72 tal como se
midié mediante inmunotransferencia de tipo Western frente células no preacondicionadas (células que no recibieron
GLN).

La figura 4 muestra el efecto de la glutamina (GLN) sobre la muerte celular por reperfusion/isquemia. Se dejo que los
cardiomiocitos se equilibrasen en condiciones normdxicas iniciales durante 60 minutos. Durante este periodo, se
expusieron las células a una disolucidon salina equilibrada que contenia 10 mM de GLN o disoluciéon salina
balanceada sola (control). (** - p < 0,0005 en relacién al control).

El tratamiento previo con glutamina potencia recuperacion del flujo coronario y cardiaco en corazén de rata
en funcionamiento tras lesién por R/l. Para examinar el efecto del acondicionamiento previo con GLN remoto
sobre la recuperacién de la funcién cardiaca en un animal intacto, se utiliz6 un modelo de corazén de rata en
funcionamiento. Se inyectaron a ratas 0,75 g/kg de una disolucion de alanina-glutamina (equivalente a 0,52 g/kg de
glutamina) (n=10) o una disolucién de Ringer con lactato (LR) control (n=10) 18 horas antes de la extraccion del
corazon y la exposicion a una lesion por R/I por medio de un aparato de corazén en funcionamiento. Se examinaron
los valores de precarga para ambos (8 y 12 mmHg), el acondicionamiento previo con GLN mejoré significativamente
la recuperacion de flujo cardiaco tras la reperfusion (figura 5). El acondicionamiento previo con GLN también
potenci6 significativamente el porcentaje de recuperacion del flujo coronario a los 60 minutos tras la reperfusion (p <
0,01). No se observé toxicidad visible (comportamiento anémalo, cambio en el estado mental, disminucién de la
alimentacion) de inyecciones de GLN o control.

La figura 5 muestra el efecto del tratamiento previo con glutamina (GLN) sobre los indices cardiacos tras la lesion
por reperfusion/isquemia en el modelo de corazén de rata en funcionamiento. Se inyectaron i.p. a ratas 0,52 g/kg de
GLN (como alanina-glutamina) o una disolucion control de LR 18 horas antes de la extraccion del corazén vy la lesién
por reperfusion/isquemia experimental. La figura 5A muestra el porcentaje de recuperacion del flujo cardiaco a una
presion auricular izquierda de 8 mm Hg. La figura 5B muestra el porcentaje recuperacion del flujo cardiaco a una
presién auricular izquierda de 12 mm Hg. *- <0,05, ** - p <0,01 en relacién al control.

El tratamiento previo con glutamina conserva la razon ATP/ADP del miocardio y el contenido en
ATP/creatina/fosfocreatina total tras la lesion por R/l miocardica en la rata. Se extrajo tejido de miocardio del
modelo de corazén de rata en funcionamiento de las ratas descritas en la figura 5 anteriormente tras el tiempo de
reperfusion de 60 minutos. En animales control tratados con GLN o LR, también se habia extraido tejido de
miocardio a las 18 horas, pero este tejido no se expuso a la lesién por R/l (tejido preisquémico) y se congelo
inmediatamente en nitrégeno liquido para su andlisis. El tejido se analiz6 para determinar el ATP, ADP y la razon
ATP/ADP por medio de espectroscopia de resonancia magnética (MRS) de $p y para determinar el contenido en
creatina/fosfocreatina por medio de espectroscopia de resonancia magnética (MRS) de 'H. Ambos grupos de
animales tuvieron una disminucion significativa en la razon ATP/ADP y ATP total tras la lesion por R/I. Sin embargo,
el tratamiento previo con GLN 18 horas antes de lesién por R/l miocardica condujo a un aumento de la conservacion
de la razén ATP/ADRP tras la lesion por R/l (figura 6). También se mejor6 el contenido en ATP total (p < 0,001 frente
al control por medio de la prueba de la T de Student).

La reduccion de ATP es un contribuyente principal a la disfuncion del miocardio y muerte celular miocardica tras la
lesién por R/I. El tratamiento previo con GLN 18 horas antes de la lesion por R/l miocardica conserva notablemente
el contenido en ATP del miocardio, lo que puede ser un mecanismo vital mediante el que la GLN potencia la funcién
del miocardio tras la lesién por R/l. No se observaron disminuciones estadisticamente significativas en el contenido
en creatina/fosfocreatina en los animales que se sometieron a la lesion por R/l. Sin embargo, el tratamiento previo
con GLN 18 horas antes de la lesion por R/l miocardica condujo a un contenido en creatina/fosfocreatina del tejido
de miocardio potenciado tras la lesién por R/l. Se caracterizd el miocardio con insuficiencia mediante la reduccién
del contenido en fosfocreatina (PCr) y creatina libre. Ratas con una disminucion significativa en la fosfocreatina del
miocardio no pueden sobrevivir a una lesiéon por R/l miocardica significativa. La GLN puede conservar el contenido
en creatina/fosfocreatina del corazén isquémico, lo que es vital para el mantenimiento de la homeostasis del ATP y
ayuda a explicar la funcion del miocardio mejorada atras la reperfusion en esos corazones de ratas.
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La figura 6 muestra el efecto de la lesion por reperfusién/isquemia miocardica sobre la razon ATP/ADP de tejido de
miocardio en el modelo de corazén de rata en funcionamiento. Se inyect6 i.p. a ratas una disolucién control de LR
(n = 10) (barras blancas) 0 0,52 g/kg de GLN (como alanina-glutamina) (n = 10) (barras negras) 18 horas antes de la
extraccion del corazén y de la lesion por reperfusmn/lsquemla experlmental Se recogi6 tejido posisquémico 60
minutos tras la reperfusmn Se analizé la razon ATP/ADP por medio de *'P-MRS. (***- p < 0,001, ** p < 0,01 frente a
valores preisquémicos, ###- p < 0,001 frente a tejido control con LR posisquémico por medio de ANOVA).

El tratamiento previo con glutamina disminuye la acumulacién de lactato del miocardio tras la lesion por R/l
miocérdica en la rata. Utilizando el modelo mencionado anteriormente de corazon de rata en funcionamiento, se
extrajo tejido de miocardio de las ratas descritas en la figura 5 anteriormente tras el tiempo de reperfusion de 60
minutos. También se habia extraido de animales control tratados con GLN o LR tejido de miocardio a las 18 horas,
pero el tejido no se expuso a lesion por R/l (preisquémico) y se congel6 inmediatamente en nitrégeno liquido para su
andlisis. El tejido se analizé para determinar el contenido en lactato por medio de '"H-MRS. Ambos grupos de
animales expuestos a lesion por R/l tuvieron un aumento significativo en el lactato del tejido de miocardio con
respecto a los animales control. Sin embargo, el tratamiento previo con GLN 18 horas antes de la lesion por R/l
miocardica condujo a una disminucién significativa en la acumulacion de lactato del miocardio tras la lesién por R/l
(figura 7). Especificamente, el tratamiento previo con GLN redujo el aumento en el lactato tisular en > 55% frente a
animales control. Esto indica que la GLN puede disminuir acidosis del tejido de miocardio tras la lesion por R/I. La
disminucion se debe a la conservacion inducida por GLN del metabolismo del tejido de miocardio, particularmente la
conservacion de una funcién del ciclo de TCA apropiada. La disminucion puede producirse por medio de GLN que
proporciona un sustrato para el metabolismo en el ciclo de TCA (por medio de su conversion a glutamato) o por
medio de la conservacion inducida por GLN de la funcién de las enzimas del ciclo de TCA (por medio de la induccion
de HSP).

La figura 7 muestra el efecto de la lesion por reperfusion/isquemia miocérdica sobre el lactato del tejido de miocardio
en el modelo de corazén de rata en funcionamiento. Se inyect6 i.p. a ratas una disolucion control de LR (n =10)
(barras blancas) o 0,52 g/kg de GLN (como alanina-glutamina) (n=10) (barras negras) 18 horas antes de la
extraccion del corazon y la lesion por reperfusién/isquemia experlmental Se extrajo tejido posisquémico 60 minutos
tras la reperfusion. Se analizé el lactato por medio de 'H-MRS. (***- p < 0,001, * p < 0,05 frente a valores
preisquémicos, ###- p < 0,001 frente a tejido control con LR posisquémico por medio de ANOVA).

El tratamiento previo con glutamina potencia el contenido del tejido de miocardio (glutamina, glutamato y
glucosa) tras la lesion por R/l miocéardica en la rata. Utilizando el modelo mencionado anteriormente de corazén
de rata en funcionamiento, se extrajo tejido de miocardio de las ratas descritas en la figura 5 anteriormente tras el
tiempo de reperfusion de 60 minutos. También se habia extraido de animales control tratados con GLN o LR (LR)
tejido de miocardio a las 18 horas (preisquémico), pero el tejido no se expuso a lesion por R/l y se congeld
inmediatamente en nitrégeno liquido para su andlisis. El tejido se analiz6 para determlnar el contenido en glutamina,
glutamato y glucosa por medio de espectroscopia de resonancia magnética (MRS) de 'H. Ambos animales control
con GLN y LR expuestos a lesion por R/l tuvieron disminuciones en el contenido en GLN y glucosa tras la lesion por
R/l. Sin embargo, animales tratados con GLN no mostraron disminucion en los niveles de glutamato posisquémicos
a partir de los niveles preisquémicos. El glutamato es un sustrato tisular vital tras la lesion del miocardio y es
beneficioso que una Unica dosis de GLN 18 horas antes de la lesion por R/l pueda conservar los niveles tisulares de
este sustrato clave tras la lesion. Ademas, el tratamiento previo con GLN 18 horas antes de la lesién por R/l
miocérdica condujo a contenido potenciado del tejido de miocardio de glutamina y glucosa tras la lesion por R/
frente a animales control con LR (figura 8). Los datos indican que el tratamiento previo con GLN puede potenciar el
contenido del tejido de miocardio de varios de los sustratos clave utilizados tras la lesién por R/l. Este hallazgo clave
confirma que es posible potenciar el contenido del sustrato del tejido de miocardio (particularmente glutamato) con
una dosis de pretratamiento de GLN remota (preoperatoria).

Mas especificamente, la figura 8 muestra el efecto de la lesion por reperfusion/isquemia miocardica sobre el sustrato
del tejido de miocardio (glutamato, glutamina y glucosa) en el modelo de corazén de rata en funcionamiento. Se
inyecté i.p. a ratas una disolucién control de LR (n =10) (barras blancas) o 0,52 g/kg de GLN (como alanina-
glutamina) (n=10) (barras negras) 18 horas antes de la extraccion del corazon y la lesion por reperfusion/isquemia
experlmental Se recogio6 tejido posisquémico 60 minutos tras reperfusion. Se anallzaron los sustratos por medio de
'"H-MRS. (++ - p < 0,01 frente al control de LR preisquémico, ***- p < 0,001, * p < 0,05 frente a valores
preisquémicos, ##- p < 0,01, ###- p < 0,001 frente a tejido control con LR posisquémico por medio de ANOVA).

El tratamiento previo con glutamina potencia el contenido en glutation reducido del tejido de miocardio tras
la lesién por R/l miocérdica en la rata. Utilizando el modelo de corazén de rata en funcionamiento mencionado
anteriormente, se extrajo tejido de miocardio de las ratas descritas en la figura 5 anteriormente tras el tiempo de
reperfusion de 60 minutos. También se habia extraido de animales control tratados con GLN o LR (LR) tejido de
miocardio a las 18 horas (preisquémico), pero el tejido no se expuso a lesion por R/l y se congelé inmediatamente
en nitrégeno liquido para su andlisis. El tejido se analizé para determinar el contenldo en glutation reducido del tejido
de miocardio por medio de espectroscopia de resonancia magnética (MRS) de 'H. Ambos animales control con GLN
y LR que se someten a lesion por R/l mostraron reducciones en el contenido en GSH reducido, sin embargo, los
animales tratados con GLN mostraron una disminucién minima frente a la observada en los animales control con LR.
Especificamente, el tratamiento previo con GLN 18 horas antes de la lesién por R/l miocardica condujo a una
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potenciacion marcada del contenido en glutation reducido del tejido de miocardio tras la lesién por R/I (figura 9).

La reduccion de GSH puede exacerbar la disfuncion cardiaca causada por la lesién por R/l miocardica. Parte de la
etiologia puede implicar defensas antioxidantes del miocardio alteradas. Adicionalmente, se ha mostrado que la GLN
conserva el contenido en GSH y disminuye la lesién en el miocardio tras lesién con doxorubicina. Finalmente, se
sabe que la GLN es un precursor limitante de la velocidad para la sintesis de glutation y por tanto el contenido en
glutation potenciado observado tras la lesion por R/l miocardica puede reflejar la disponibilidad potenciada de
precursor para la produccién de glutatién.

La figura 9 muestra el efecto de la lesion por reperfusion/isquemia miocardica sobre el contenido en glutation
reducido del tejido de miocardio en el modelo de corazéon de rata en funcionamiento. Se inyecté i.p. a ratas una
disolucién control de LR (n =10) (barras blancas) o 0,52 g/kg de GLN (como alanina-glutamina) (n=10) (barras
negras) 18 horas antes de la extraccién del corazén y la lesion por reperfusion/isquemia experimental. Se extrajo
tejido posisquémico 60 minutos tras la reperfusiéon. Se analizd el lactato por medio de '"H-MRS. (***- p<0,001, *p<
0,05 frente a valores preisquémicos, #- p < 0,05 frente a tejido control con LR posisquémico por medio de ANOVA).

El tratamiento previo con glutamina conserva el contenido en NAD (+)/NADH del miocardio tras la lesion UR
del miocardio en la rata. Utilizando el modelo de corazén de rata en funcionamiento mencionado anteriormente, se
extrajo tejido del miocardio de las ratas descritas en la figura 5 anteriormente tras el tiempo de reperfusion de 60
minutos. También se habia extraido de animales control tratados con GLN o LR (LR) tejido de miocardio a las 18
horas, pero el tejido no se expuso a lesion por R/l (preisquémico) y se congel6é inmediatamente en nitrogeno liquido
para su andlisis. El tejido se analiz6 para determinar el contenido en NAD (+)/NADH por medio de espectroscopia de
resonancia magnética (MRS) de ¥p_ S6lo los animales en el grupo control con LR expuestos a lesion por R/I
demostraron una disminucion en el contenido en NAD (+)/NADH total frente a condiciones preisquémicas. No se
observo ningin cambio en el contenido en NAD (+)/NADH posisquémico (frente al contenido preisquémico) en
animales tratados con GLN. Especificamente, el tratamiento con GLN 18 horas antes de la lesién por R/l miocérdica
condujo a una conservacion significativa del contenido en NAD (+)/NADH tras la lesion por R/l (figura 10).

La conservacion del contenido en NADH es vital para la capacidad del miocardio de soportar la produccion inevitable
de especies reactivas de oxigeno tras la lesion por R/l. Previamente, se ha mostrado que la potenciacion de
sustratos con piruvato y otros aminoécidos conserva el contenido en NAD (+)/NADH y protege frente a la disfuncion
contractil del miocardio y la lesién del tejido de miocardio. La GLN esti actuando de una manera similar (por medio
de potenciacion de sustratos) para conservar el contenido en NADH y disminuir la lesion del tejido de miocardio y
mejorar la contractilidad del miocardio. Adicionalmente, un contenido en NAD (+)/NADH aumentado es un marcador
para una fosforilacién oxidativa mitocondrial potenciada. El aumento del contenido explica la mejora anteriormente
descrita en la raz6n ATP/ADP tras el tratamiento previo con GLN.

La figura 10 muestra el efecto de la lesion por reperfusién/isquemia miocardica sobre el contenido en NAD(+)/NADH
del tejido de miocardio en el modelo de corazén de rata en funcionamiento. Se inyecto i.p. a ratas una disolucion
control de LR (n =10) (barras blancas) o 0,52 g/kg de GLN (como alanina-glutamina) (n=10) (barras negras) 18 horas
antes de la extraccion del corazén y la lesion por reperfusion/isquemia experimental. Se recogi6 tejido posisquémico
60 minutos tras la reperfusion. Se analizd6 NAD(+)/NADH por medio de 'H-MRS. (**- p < 0,01 frente a valores
preisquémicos, ##- p < 0,01 frente a tejido control con LR posisquémico por medio de ANOVA).

Espectros de NMRIMRS de corazones de rata expuestos a lesion por R/l miocardica. Para ejemplos
especificos de '"H-MRS véase la figura 11 a continuacioén. La figura 11 muestra espectros de '"H-MRS de tejido de
miocardio de rata expuesto a lesion por reperfusion e isquemia en el modelo de corazén de rata en funcionamiento.
Se inyect6 i.p. a ratas una disolucién control de LR o0 0,52 g/kg de GLN 18 horas antes de la extraccién del corazén y
la lesion por reperfusidn/isquemia experimental. Se extrajo tejido posisquémico 60 minutos tras la reperfusion.
(GLN=glutamina, GLU=glutamato, Tau=taurina, CR+PCr=creatina+fosfocreatina, Suc=succinato, Ala=alanina,
Lac=lactato).

Procedimiento de tratamiento y aleatorizacion. Los pacientes aleatorizados al grupo de GLN (grupo de
tratamiento) recibieron 50 gramos de L-GLN oral (25 gramos por via oral, 2 veces al dia) durante dos dias antes de
su procedimiento de operacion y también pueden tomar 25 gramos de GLN la mafiana de la cirugia. Los pacientes
aleatorizados al placebo recibieron una mezcla de placebo oral (2 veces al dia) durante dos dias antes de su
procedimiento de operacion y también recibieron la mezcla la mafiana de la cirugia. El placebo consistia en un polvo
de maltodextrano (25 gramos por dosis). Los pacientes aleatorizados al grupo control isonitrogenado recibieron una
mezcla control administrada por via oral (2 veces al dia) durante dos dias antes de su procedimiento de operacion y
también recibieron la mezcla la mafiana de la cirugia. El tratamiento control isonitrogenado consistia en una mezcla
de aminoacidos (que no contenia glutamina o glutamato) isonitrogenados a 25 gramos de GLN.

Durante la admision, los pacientes también recibieron una dieta normalizada que puede controlarse para determinar
el contenido en proteinas por los dietistas de la GCRC para administrar aproximadamente el 20% del requisito
calérico diario de los pacientes como proteina y el 20% como grasa, administrandose el 60% restante como calorias
de hidratos de carbono. Se hizo asi la dieta para controlar la ingesta dietética preoperatoria.
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La dosis seleccionada de GLN se basa en la dosis maxima que se ha administrado previamente de manera segura
en seres humanos. La dosis se ha tolerado bien sin efectos secundarios adversos, incluso en pacientes gravemente
enfermos (26-30). También se extrajo sangre para evaluar los niveles de GLN durante todo el estudio. La primera
extracciéon de sangre se produjo en la admision (< entonces 3 cc de sangre). Se obtuvo un nivel de GLN adicional
una hora tras la primera dosis de GLN/placebo/control isonitrogenado, se obtuvo un nivel de GLN antes de la
induccion de anestesia y un nivel de GLN final a las 24 horas tras el procedimiento de CABG.

Métodos:
Determinacion del efecto de GLN sobre la lesion del tejido de miocardio

Evaluacion de la lesion del tejido de miocardio. La siguiente prueba de laboratorio puede realizarse dos dias
antes del procedimiento de CABG; analisis de troponina y creatina fosfocinasa (CPK) (con isoformas MB).

De manera preoperatoria, tras la induccién de anestesia, pero antes de la apertura esternal, se extrajeron
aproximadamente 5 cc de sangre de pacientes para lo siguiente: analisis de troponina y CPK-MB. Al inicio del
procedimiento de derivacion y dos minutos tras la liberacion del efluente coronario del pinzamiento cruzado de la
aorta, se evaluaron los niveles de troponina y CPK-MB. De manera posoperatoria, antes de transferirse a la UCI, se
extrajeron aproximadamente 5 cc de sangre para determinar CPK-MB vy troponina. A las 6 y 24 horas
posoperatorias, se extrajo de nuevo una muestra de sangre para determinar CPK-MB y troponina (aproximadamente
5 cc de sangre).

El tratamiento previo con GLN preoperatorio puede atenuar significativamente la lesion del miocardio tal como se
midi6 mediante la medicion de troponina y CPK-MB en efluente coronario y plasma. Datos preclinicos tanto en
modelos celulares como de animales completos muestran que el tratamiento previo con GLN parece proteger frente
a la lesion por R/l miocardica y esta proteccion también se observd en sujetos humanos que se someten a cirugia de
CABG.

Analisis estadistico. Se comprobd la normalidad de la distribuciéon de los datos mediante inspeccion visual de
graficos Q-Q. Se aplicé una transformacion logaritmica cuando era necesario y se comprobd de nuevo la
normalidad. Se analizaron las diferencias en marcadores de lesiéon cardiaca por medio de ANOVA para medidas
repetidas; si se observa que se encuentra una diferencia global significativa entre los grupos, se analizaron las
diferencias a puntos de tiempo individuales por medio de la prueba de la t de Student. Se considerd significativo un
valor de p <0,05. Se uso6 el paquete de software SPSS (version 10.07, SPSS Inc., Chicago IL) para todos los andlisis
estadisticos.

Determinacion del efecto de GLN sobre el contenido en proteina de choque térmico de tejido auricular
humano.

Extraccion de tejido auricular derecho: Durante el procedimiento de derivacion de arterias coronarias, en el
momento de la canulacién arterial, los investigadores extirparon una parte de la orejuela auricular derecha e
inmediatamente la congelaron en nitr6geno liquido. Adicionalmente, al final de la circulacion extracorpdrea, se
extirpd tejido de orejuela auricular derecha adicional de alrededor del sitio de canulacion e inmediatamente se
congeld en nitrégeno liquido. Este tejido puede evaluarse para determinar la proteina de choque térmico.

Analisis de inmunotransferencia de tipo Western: Los tejidos auriculares extraidos pueden analizarse para
determinar el contenido en proteina de choque térmico 72 y 27 por medio de inmunotransferencia de tipo Western,
por medio de la técnica descrita anteriormente. Se analiz6 el contenido en HSP 72 por medio de densitometria.

La terapia con GLN potencia los niveles de HSP 72 y 27 en el tejido auricular derecho si los pacientes se someten a
CABG. Se han observado cambios previos al estrés en los niveles de HSP tras la administracion de GLN en varios
modelos celulares y animales previos. Sin embargo, la GLN tiene su efecto méas profundo sobre la expresion de HSP
tisular tras la lesion. Sin embargo, dado que los pacientes en el presente estudio tienen todos algun grado de
isquemia coronaria, la lesién por R/l crénica que se produce en muchos de estos pacientes puede conducir a la
potenciacion por GLN de los niveles de HSP en tejido auricular recogido antes de la circulacion extracorpérea
también.

Andlisis estadistico: Se comprob6 la normalidad de la distribucion de los datos mediante inspeccion visual de
graficos Q-Q. Se aplicé una transformaciéon logaritmica cuando era necesario y se comprobd de nuevo la
normalidad. Se analizaron las diferencias en la expresion de proteina de choque térmico de tejido auricular derecho
por medio de ANOVA para medidas repetidas; si se observaba que se encuentra una diferencia global significativa
entre los grupos, se analizaron las diferencias a puntos de tiempo individuales mediante de la prueba de la t de
Student. Se considerd significativo un valor de p < 0,05. Se uso el pagquete de software SPSS (version 10.07, SPSS
Inc., Chicago IL) para todos los analisis estadisticos.

Determinacion del efecto de GLN sobre el metabolismo celular en tejido auricular humano. Se extrajo tejido de
orejuela auricular derecha de pacientes antes del inicio de la derivacién de arterias coronarias e inmediatamente tras
la interrupcién de la circulacién extracorp6rea para analizar el metabolismo celular mediante espectroscopia de
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resonancia magnética (MRS) de *H y *'P. La *'P-MRS proporcioné informacién acerca de las concentraciones en
tejido auricular de fosfatos de alta energia (ATP, ADP, fosfocreatina, NAD(+), razén ATP/ADP). Se cuantificaron los
siguientes metabolitos solubles en agua a partir de 'H-MRS de extractos de tejido auricular: alanina, aspartato,
creatina+fosfocreatina, glucosa, glutamato, glutamina, glutation, glicerofosfocolina, lactato, fosfocolina, succinato,
taurlna y valina+leucina+isoleucina. Se cuantificaron los siguientes metabolitos lipidicos a partir de los espectros de
'H-MRS de extractos lipidicos: colesterol, colinas, glicerofosfato, acidos grasos mono-insaturados (MUFA),
fosfatidilcolina, acidos graso poliinsaturados de fosfatidiletanolamina (PUFA), acidos graso totales y triacilgliceridos.

Extraccién de tejido auricular derecho: Durante el procedimiento de derivacion de arterias coronarias, al inicio de
la circulacién extracorporea, los investigadores extrajeron a los pacientes una parte de la orejuela auricular derecha
e inmediatamente la congelaron en nitrégeno liquido. También se extrajo tejido auricular derecho de alrededor del
sitio de canulacion tras la interrupcién de la circulacion extracorpérea e inmediatamente se congeld en nitrégeno
liquido. Se dividi6 posteriormente el tejido para el analisis del metabolismo celular y de la proteina de choque
térmico.

Extraccién de lipidos/PCA doble. Para realizar la espectroscopia de resonancia magnética (MRS) de alta
resolucion sobre tejidos auriculares, se extrajeron las muestras congeladas recogidas usando un procedimiento de
extraccion de lipidos/acido perclorico (PCA) doble tal como se describe en detalle por Serkova et al. Se peso tejido
cardiaco congelado inmediatamente, se homogeneizé en un molino de mortero en presencia de nitrogeno liquido y
se extrajo con 4 ml de PCA enfriado con hielo (12%). Para cada extracto, se necesitaron de 0,3 a 0,5 g de tejido
auricular. Se centrifugaron las muestras, se eliminé la fase acuosa, se neutralizaron usando KOH y se centrifugaron
un vez mas. Se extrajo la fraccion lipidica de los sedimentos que quedaban tras la etapa de extraccién acuosa. Se
disolvieron los sedimentos en 4 ml de agua enfriada con hielo y se neutralizd la disolucién. Ambos, el extracto
acuoso y el sedimento redisuelto, se liofilizaron durante la noche. Se redisolvieron los liofilizados de los extractos
acuosos en 0,45 ml de 6xido de deuterio (D20) y se ajustaron a pH 7 usando cloruro de deuterio (DCI) y deuteréxido
(NaOD). Se extrajo la fraccion lipidica de los liofilizados del sedimento redisuelto mediante adicién de 1 ml de mezcla
de cloroformo deuterado/metanol (CDCI3/CDsOD; 2:1 v/v). Tras la centrifugacion, se analizaron por MRS los
sobrenadantes.

Evaluacion por MRS sobre los extractos de tejido auricular derecho. Se llevaron a cabo experimentos de MRS
basandose en espectroscopia de resonancia magnética nuclear de H y %P tal como se describié previamente
(Serkova et al., (44)). Se registraron todos los espectros de MR unidimensionales de extractos lipidicos y acuosos de
PCA tisulares en un espectrometro Avance Bruker de 500 MHz y se procesaron usando el software WINNMR
(Bruker Biospec Inc., Fremont, CA). Se us6 para todos los experimentos una sonda TXI de 5 mm (resonancia triple
inversa). Para MRS de protones, la frecuencia de funcionamiento puede ser de 500 MHz y se us6 un programa de
pulsos de presaturacion convencional para la supresion de agua. Los demas parametros fueron los siguientes: 40
acumulaciones; angulo de pulso de 90°; nivel de potencia de 0 dB; anchura de pulso de 7,35 us; anchura espectral
de 10 ppm; y tiempo de repeticion de 12,85 segundos. Se usaron acido trimetilsililpropiénico-2,2,3,3,-d4 (TSP, 0,6
mmol/l para extractos de PCA y 1,2 mmoI/I para lipidos) como patrones externos para la cuantificacion de
metabolitos basandose en espectros de 'H-MR. Los desplazamientos quimicos de '"H de espectros eran en
referencia a TSP a 0 ppm. Para el analisis de **P-MRS de extractos de PCA, se afiadié EDTA 100 mmol/l para la
complejacién de iones divalentes dando como resultado una anchura de linea significativamente mas estrecha de
los picos de ¥p. se ajusto a 7 el pH usando KOH y HCI. Se usaron los sgwentes parametros de RMN con un
programa de desacoplamiento de pulsos compuestos (CPD): frecuencia de “P de funcionamiento de 202,3 MHz;
800 acumulaciones; angulo de pulso de 90°; nivel de potencia para el canal de 3'P de 12 dB; anchura de pulso de
9 us; anchura espectral de 35 ppm; y tiempo de repeticion de 2,0 segundos. Se uso el desplazamiento quimico de
fosfocreatina a -2,33 ppm como referenua de desplazamiento. Se usaron las concentrauones absolutas de
fosfocreatina calculadas a partir de '"H-MRS para la cuantificacion de metabolitos de los espectros de *'P-MR.

Resultados anticipados: La GLN puede potenciar el contenido celular de ATP, mejora la raz6n de ATP/ADP y
potencia el contenido de NAD(+)/NADH y creatina/fosfocreatina. Adicionalmente, la GLN disminuyé el lactato del
tejido de miocardio y mejoré los niveles del tejido de miocardio de glutamato, glutamina y glucosa. Finalmente,
potencia los niveles de glutation del tejido de miocardio.

Andlisis estadistico: Se comprobd la normalidad de la distribucién de los datos mediante inspeccién visual de los
graficos Q-Q. Se aplicé una transformaciéon logaritmica cuando era necesario y se comprobé de nuevo la
normalidad. Se analizaron las diferencias en marcadores del metabolismo de tejido auricular derecho por medio de
ANOVA para medidas repetidas; si se observa que se encuentra una diferencia global significativa entre los grupos,
se analizaron las diferencias a puntos de tiempo individuales por medio de la prueba de la t de Student. Se
considero significativo un valor de p < 0,05. Se usoé el paquete de software SPSS (version 10.07, SPSS Inc., Chicago
IL) para todos los andlisis estadisticos.

Determinacion del efecto de GLN sobre la funcién cardiaca posoperatoria y desenlaces globales de
pacientes.

Evaluacion de la funcion cardiaca pre y posoperatoria. Con el fin de evaluar la funcién cardiaca preoperatoria, se
coloc6 un catéter Swan Ganz de indice/gasto cardiaco continuo en la induccidn de la anestesia. Se registraron el
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gasto cardiaco (CO), indice cardiaco (CI) y resistencia vascular sistémica (SVR). Tras la interrupcion de la
circulacion extracorpérea, inmediatamente antes del cierre esternal, se registraron los parametros cardiacos (CO, CI
y SVR). Se evaluaron a las 6 y 24 horas tras el procedimiento de CABG los parametros cardiacos (CO, CI, SVR).
Otros datos registrados pueden incluir el nimero de vasos coronarios injertados y la ubicacion particular de los
injertos (es decir, principal izquierda, coronaria derecha, exedra.), la duracién de la circulacion extracorpoérea, la
longitud de pinzamiento cruzado de la aorta y la transfusion de glébulos rojos.

Adicionalmente, se analiz6 la incidencia de arritmias cardiacas preoperatorias (especificamente: fibrilacién auricular,
aleteo auricular, complejos ventriculares prematuros, fibrilacion/taquicardia ventricular y necesidad de
marcapasos/desfibrilador, necesidad de terapia antiarritmica). Se registraron la aparicion de arritmias
posoperatorias, asi como la necesidad de marcapasos y o terapia antiarritmica.

Evaluacion de la necesidad de terapia vasopresora. Se registro al inicio de la anestesia cualquier requisito de
terapia vasopresora y su dosis. (La terapia vasopresora incluye el uso de cualquiera de los siguientes
medicamentos: epinefrina, norepinefrina, vasopresina, dopamina, dobutamina, neosinefrina o milrinona). Tras la
interrupcion de la circulacién extracorpdrea, inmediatamente antes del cierre esternal, se registraron la utilizacién y
las dosis de cualquiera de los vasopresores anteriores. Finalmente, a las veinticuatro horas tras el procedimiento de
CABG, se registraron los datos de la utilizacion y dosis de terapia vasopresora.

Evaluacion de desenlaces clinicos posoperatorios. Tras el procedimiento de CABG, se registraron estos
parametros clinicos adicionales:

. Evaluacion de la aparicion de arritmias cardiacas posoperatorias
. Duracion de la intubacién posoperatoria

. Necesidad de reintubacién

1

2

3

4. Duracién de la estancia en la UCI

5. Duracion de la estancia en el hospital
6

. Tendencias de supervivencia (incluyendo supervivencia a los 6 meses)

Critica y resultados esperados: Se usO terapia con GLN para mejorar los indices de la funcion cardiaca
(particularmente el indice cardiaco) tras la interrupcion de la circulacion extracorpdrea y a las 24 horas, tras CABG.
Con respecto al uso de terapia vasopresora, la terapia con GLN reduce la necesidad del uso de farmacos
vasoactivos. Finalmente, la terapia con GLN disminuye el tiempo de intubacion y la estancia en la UCI tras CABG.

Andlisis estadistico: Se comprobd la normalidad de la distribucién de los datos mediante inspeccién visual de los
graficos Q-Q. Se aplicé una transformacion logaritmica cuando era necesario y se comprobd de nuevo la
normalidad. Se realiz6 la comparacion de los dos grupos con ANOVA de medidas repetidas o unidireccional. Se
compararon la duracién de la estancia en el hospital y la UCI y la duracién de la intubacién por medio de la prueba
de la U de Mann-Whitney. Se compararon razones y datos ordinales con la prueba exacta de Fisher bilateral. Se
considero significativo un valor de p < 0,05. Se uso el paquete de software SPSS (version 10.07, SPSS Inc., Chicago
IL) para todos los analisis estadisticos.

Analisis de datos tras el estudio: Todos los datos recogidos se sometieron a prueba para determinar la
significacion tal como se describié anteriormente. Se uso el paquete de software SPSS (version 10.07, SPSS Inc.,
Chicago IL) para calcular la estadistica de distribucién y para todos los analisis estadisticos. Se consideré
significativo un valor de p de < 0,05.

Ejemplo 2:

La glutamina (GLN) protege frente a la mortalidad inducida por endotoxinas. El aumento de los niveles de
interleucina-18 (IL-18) parece desempefiar un papel critico en la insuficiencia organica inducida por citocinas y
puede ser predictivo de mortalidad en pacientes con septicemia. El tratamiento posterior con GLN atenda la
expresion de citocinas proinflamatorias (IL-18, IL-6 y TNF-o), potencia la expresion de proteina de choque térmico
pulmonar 72 (HSP 72) y mejora la supervivencia tras 2CLP. Se sometieron ratas Sprague-Dawley (250-300 g) a
2CLP y una hora tras la cirugia se les administré una Unica dosis de GLN (0,75 g/kg) (n=18) o una disolucion salina
equilibrada (control) (n=17). Se monitorizd la supervivencia durante cinco dias. En un grupo separado de animales,
se extrajo sangre a multiples puntos de tiempo para el andlisis de la expresion de citocinas (IL-18, IL-6 TNF-a e IL-
10). Se extrajo tejido pulmonar para el andlisis de HSP 72. La administracién de GLN una hora tras 2CLP atenu6
significativamente la expresion de IL-18 a las 12, 18 y 24 horas tras 2CLP (p < 0,05). Se atenué la expresion de IL-6
y TNF-a a las seis horas tras 2CLP (p < 0,05). La GLN potencié la expresion de HSP 72 pulmonar frente al control (p
< 0,05) tras 2CLP. Finalmente, la GLN disminuyd la tasa de mortalidad a los cinco dias desde el 78% hasta el 42%
(p < 0,04) tras 2CLP. Los datos indican que la GLN puede mejorar notablemente la supervivencia de 2CLP. Los
posibles mecanismos para la proteccién incluyen la atenuacion de la expresion de citocinas proinflamatorias y la
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expresion de HSP 72 pulmonar potenciada. Ademas, esta es la primera descripcion de la expresion de IL-18 en el
modelo de 2CLP. Estos datos indican que una unica dosis de GLN administrada como tratamiento posterior puede
atenuar el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y prevenir la mortalidad de la septicemia
polimicrobiana.

Ejemplo 2:

Se sabe que la septicemia estd asociada con una alteracion intrinseca del metabolismo tisular. Datos recientes
indican un determinante principal de la utilizacién de oxigeno y la funcion metabdlica tisular son los niveles celulares
de NAD+. La GLN puede conservar el contenido en ATP y atenuar la acumulaciéon de lactato tras el choque
endotoxémico. El presente estudio somete a prueba la hipétesis de que la GLN, administrada como tratamiento
posterior, conserva los niveles de NAD+ y atenda la disfuncién metabdlica en tejido cardiaco y pulmonar tras
septicemia polimicrobiana.

Métodos: Se sometieron ratas Sprague-Dawley macho (300-350 g) a ligacion y puncidon cecal (CLP) y una hora tras
la cirugia se les administrdé una Unica dosis de GLN (0,75 g/kg) (n=18) o una disolucién salina equilibrada (CONT)
(n=17). Se monitorizé la supervivencia durante cinco dias. En un grupo separado de animales (n=4/grupo), se
extrajo tejido cardiaco y pulmonar 24 horas tras CLP y se analizé el metabolismo tisular mediante '"H-MRS y p.
MRS.

Resultados: La administracion de GLN condujo a una mejora significativa en el contenido en NAD + tanto en tejido
cardiaco como pulmonar tras CLP (p < 0,005). Adicionalmente, la GLN atenu¢ significativamente la caida de la razén
ATP/ADP del tejido pulmonar (p < 0,005), creatina/fosfocreatina (p < 0,01), glucosa (p < 0,01) y glutamina
(p < 0,005). La administracion de GLN condujo a una tendencia hacia una disminucién en la acumulacion de lactato
pulmonar (p < 0,06). La atenuacién mediada por GLN de la disfunciébn metabdlica tisular estaba asociada con una
disminucion significativa de la tasa de mortalidad a los cinco dias tras CLP [el 78% (GLN) frente al 42% (CONT) (p <
0,04).

Conclusiones: La administracion de GLN puede atenuar la disfuncién metabdlica y la caida de NAD+ observada en
tejido cardiaco y pulmonar tras septicemia inducida por medio de ligacién y puncion cecal. El efecto mas significativo
se observo en tejido pulmonar. El metabolismo tisular mejorado esta asociado con aumento de la supervivencia.
Posibles explicaciones del efecto pueden incluir manipulacion por la GLN de la proteina de choque térmico,
activacion de PPAR atenuada, contenido en glutation tisular conservado o por medio de la disponibilidad potenciada
del sustrato metabdlico.

Ejemplo 3:

Una Unica dosis de glutamina puede mejorar disfuncién cardiaca tras lesion por reperfusion e isquemia. Esto esta
relacionado con la capacidad de la glutamina de prevenir la disfuncion metabdlica tras la isquemia y reperfusion.
Este tipo de dosificacion de glutamina puede mejorar los desenlaces de enfermedades cardiacas tales como
arteriopatia coronaria, ataques al corazén y procedimientos de circulacion extracorpoérea.

La glutamina (administrada como dipéptido de alanil-glutamina) puede mejorar los desenlaces de lesion por
reperfusion e isquemia en el corazén cuando se administra como una Unica dosis. Esto se demostré en un modelo
de rata de lesion por reperfusion e isquemia. Es probable que esto se deba a la conservacion de la funcién
metabdlica y los niveles de glutation. También desempefia un papel la expresién de proteina de choque térmico
potenciada.

Una Unica dosis de dipéptido de glutamina (alanil-glutamina) administrada a una rata 18 horas antes de la lesion del
miocardio puede mejorar la funcién del miocardio tras la lesion por reperfusion e isquemia. Esta proteccion se debe
a la conservacion del metabolismo y los niveles de glutation. Una Unica dosis de alanil-glutamina funciona por medio
de la conservacion del metabolismo tisular (contenido en ATP exc.) y la conservacion de los niveles de glutation
tisular.

El concepto de un dipéptido de aminoacido que se produce comunmente, como alanil-glutamina, nunca se ha
examinado como farmaco de dosis Unica para mejorar los desenlaces de la reperfusién e isquemia cardiaca por
ningun otro investigador.

La tecnologia puede usarse para administrar alanil-glutamina u otro dipéptido de glutamina a pacientes que llegan al
SU con ataques al corazon, pacientes que llegan para cirugia cardiaca o pacientes con angina crénica. El beneficio
es enorme ya que este es un aminoacido benigno y relativamente barato.

Ejemplo 4:

No se ha encontrado ningin agente farmacolégico que sea beneficioso en el tratamiento de termoplejia. La
investigacion previa ha indicado que la expresion de proteina de choque térmico 70 (HSP 70) potenciada puede
mejorar la supervivencia tras termoplejia experimental. Sin embargo, no se ha utilizado ninglin potenciador
clinicamente relevante de HSP 70 en ensayos con seres humanos. La glutamina (GLN) administrada por via
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intravenosa puede potenciar la expresion de HSP 70 tisular en modelos de roedor de septicemia y lesion por
reperfusion/isquemia. El presente documento sometié a prueba si la GLN administrada podia potenciar la expresion
de HSP 70 tisular y mejorar la supervivencia tras termoplejia en la rata.

Métodos: Se administré6 GLN (0,65 g/kg) (n=8) o una disolucién salina equilibrada (BSS) (n=8) (control, se disolvio
GLN en vehiculo) a ratas Sprague-Dawley (250-300 g) por medio de sonda nasogastrica dos veces al dia durante
cinco dias antes de la termoplejia experimental. Se realiz6 la termoplejia en ratas anestesiadas (ketamina/xilazina)
calentando los animales hasta 42°C (temperatura rectal) durante 30 minutos. Se analiz6 la supervivencia durante
cinco dias tras la termoplejia. En un conjunto separado de animales, se analizaron HSP 70 y la activacion de factor-1
de choque térmico (HSF-1) a 1 hora y 24 horas tras la termoplejia en tejido pulmonar y cardiaco por medio de
inmunotransferencia de tipo Western (n= 10/grupo). Se realizé el analisis estadistico por medio de la prueba exacta
de Fischer para la supervivencia y ANOVA con agrupamiento de Duncan como prueba a posteriori para la expresién
de HSP-70 y HSF-1.

Resultados: En animales control, la termoplejia condujo a mortalidad significativa ((5/8), 62,5%), mientras que la
terapia con GLN oral redujo significativamente la mortalidad ((1/8), 12,5%) (p < 0,003). Todas las mortalidades se
produjeron en las primeras 48 horas tras la termoplejia. La administracion de GLN también potencio
significativamente la expresién de HSP 70 1 hora tras la termoplejia tanto en tejido pulmonar como cardiaco
(p < 0,01 para ambos tejidos frente a animales no calentados y controles calentados). Se observd un aumento
significativo en la expresion de HSP 70 en tejido pulmonar y cardiaco a las 24 horas tanto en animales tratados con
GLN como animales control frente a animales no calentados. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en HSP 70 entre animales tratados con GLN y control a las 24 horas tras la termoplejia. No se observé
ningln cambio en la activacién de HSF-1 (el factor de transcripcion para HSP 70) a ningln punto de tiempo
sometido a prueba tras la termoplejia.

Conclusiones: Los resultados demostraron que la administracion oral, in vivo de GLN puede mejorar la
supervivencia tras lesion por termoplejia mortal. Los resultados también indicaron por primera vez que la GLN oral
puede potenciar la expresién de HSP 70 tisular inmediatamente tras la lesion por termoplejia. El hecho de que
existiera una disminucion similar de HSP 70 a las 24 horas tras la termoplejia en ambos grupos calentados
establece que la GLN puede acelerar la expresion de HSP 70 y que este es un mecanismo de supervivencia a
termpoplejia potenciada por medio de GLN. El hecho de que no se observara ninglin cambio en la activacion de
HSF-1 muestra que la GLN provoca una traduccién més rapida del ARNm de HSP 70 existente, en lugar de la
activacion del gen de HSP 70 nuevo. Los datos indicaron que la GLN oral es (til en la prevencién de la mortalidad de
termoplejia en poblaciones en riesgo, tales como atletas y soldados.

Ejemplo 5:

Las rutas de la lesion inducida por septicemia incluyen liberacion de citocinas inflamatorias, actividad de iINOS
potenciada y disfuncion metabdlica tisular. Se sabe que la ruta de proteina de estrés térmico (HSP) desempefia un
papel significativo en la fisiopatologia de la septicemia y la activacion de HSP potenciada puede mejorar la
supervivencia tras la septicemia.

En ligaciéon y puncion cecal (CLP) en la rata, una Unica dosis de glutamina (GLN) tras el inicio de CLP puede
potenciar la expresion de HSP pulmonar, atenuar rutas de lesion tisular y mejorar la supervivencia.

Métodos: Se dividieron ratas Sprague-Dawley macho en 5 grupos. Se trataron dos grupos con 400 mg/kg de
quercetina (Q) i.p. (inhibidor de HSP 70) 6 horas antes de CLP. Se realiz6 CLP y se administré6 GLN (0,75 g/kg, i.v.)
o disolucion salina equilibrada (BSS) una hora tras CLP (n=10 por grupo). Los siguientes dos grupos recibieron el
mismo tratamiento de GLN + CLP (n=18) o BSS + CLP (n=17) menos quercetina. El grupo final (CONT, n=6) no
recibié tratamiento. Se monitoriz6 la supervivencia a los cinco dias. En estudios separados, se extrajo el pulmoén
24 horas tras CLP y se analiz6 el metabolismo tisular mediante ¥p. y 'H-MRS. Un estudio final analizo sangre para
determinar TNF-a a las 6 horas tras CLP vy tejido pulmonar 6 horas tras CLP para determinar HSP-70, iINOS, eNOS y
factor-1 de choque térmico (HSF-1) activado.

Resultados: Una Unica dosis de GLN tras la septicemia potencio la activacion de HSF-1 pulmonar y la expresién de
HSP 70. La GLN condujo a una mejora significativa en la supervivencia a los 5 dias, atenud iNOS pulmonar y la
expresion de TNF-a plasmatica. La GLN potencié eNOS pulmonar y mejoro la raz6n ATP/ADP pulmonar, NAD+ y
atenud la acumulacion de lactato. La inhibicion de la activacién de HSF-1 y la posterior expresion de HSP70
mediante Q suprimio el beneficio de supervivencia de GLN y bloqueod la mejora en la disfuncién metabdlica del tejido
pulmonar. No se indic6 ningun efecto de Q sobre la expresion de TNF-a ni NOS.

Conclusiones: La capacidad de GLN para potenciar la activacion de HSP y atenuar la disfuncién metabdlica tisular
es un mecanismo clave en la atenuacion por GLN de la mortalidad por septicemia. Debido a los efectos de Q, la
atenuacion por GLN de la actividad de iINOS y TNF-a no parecian ser mecanismos clave de los efectos beneficiosos
de GLN.
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Ejemplo 6:

Se ha asociado la proteina de choque térmico sérica 72 (sHSP72) elevada con el aumento de la supervivencia tras
traumatismo grave. Sin embargo, no se ha encontrado ningin potenciador clinicamente relevante de HSP72 en
seres humanos. Se ha mostrado que la glutamina (GLN) potencia los niveles de HSP 72 tisular y mejora la
supervivencia tras la septicemia y la respuesta inflamatoria sisteméatica (SIRS) en roedores. El presente estudio se
realiz6 para determinar si la GLN podia potenciar los niveles de sHSP72 y mejorar la supervivencia en SIRS
experimental en la rata y para evaluar si la GLN podia potenciar niveles de sHSP72 en pacientes con pancreatitis e
indicaciones de inflamacion sistémica.

Métodos: Se midié6 sHSP72 en ratas Sprague-Dawley que se sometieron a ligacién y puncion cecal y 1 hora tras
CLP se les administré una Unica dosis de GLN (administrada como ALA-GLN) (0,75 g/kg) (n=4) o una disolucién
salina equilibrada (BSS) (n=4). Un tercer grupo (CONT, n=4) no recibié tratamiento. Se monitorizé la supervivencia
en un conjunto separado de ratas durante 5 dias. Se midi6 sHSP72 en ratas CONT y ratas GLN/BSS 6 horas tras
CLP. Se midi6 sHSP72 por medio de ELISA. Se evalué sHSP72 en pacientes con pancreatitis tras desbridamiento
quirargico. Los pacientes elegibles estaban en la UCI en el momento de la inclusién con signos de inflamacién
sistémica tal como se midid6 mediante proteina C-reactiva > 10. Los pacientes elegibles requirieron TPN > 7 dias.
Los pacientes tenian una sHSP72 inicial determinada y se aleatorizaron a GLN i.v. (0,3 g/kg) (n=3) (administrada
como ALA-GLN) o TPN convencional (n=3). Se determind sHSP72 7 dias tras la inclusién.

Resultados: La GLN potenci6 significativamente sHSP72 (p < 0,05 frente a BSS) y la supervivencia (el 61% (GLN)
frente al 18% (BSS); p < 0,01) tras SIRS experimental.

Ejemplo 7:

Los datos in vivo e in vitro anteriores han mostrado que la induccion de la respuesta de choque térmico puede
atenuar la liberacion de citocinas proinflamatorias. Respuestas inmunitarias y proinflamatorias abrumadoras son
caracteristicas clave del choque septicémico y desempefian un papel esencial en la patogénesis del dafio tisular,
disfuncion sistémica organica mdltiple y por dltimo la muerte. Se ha mostrado previamente que la glutamina
(administrada como un complemento farmacolégico) mejora la supervivencia, aumenta la expresion de proteina de
choque térmico y atenda la liberacion de citocinas proinflamatorias en animales tratados con LPS, un efecto que se
produce sin la inhibicion completa del bloqueo o la liberacion de citocinas de efectos posteriores. También se ha
mostrado que la deficiencia de glutamina modula la produccion de citocinas in vitro en células mononucleares
sanguineas cultivadas (PMBC) y el aporte complementario reduce la interleucina (IL)-6 e IL-8 en tejido duodenal
humano cultivado.

Hasta la fecha, no se ha encontrado ningln agente farmacolégico que sea beneficioso en el tratamiento de
termoplejia en seres humanos. Se ha mostrado previamente que el estrés térmico y la termoplejia tienen un efecto
profundo sobre la liberacion de citocinas circulantes y la proteina de choque térmico 70 (HSP 70) potenciada puede
mejorar la supervivencia tras termoplejia experimental.

El beneficio del tratamiento previo con glutamina es enorme, ya que este es un aminoacido benigno y relativamente
barato. Un uso para el tratamiento previo de glutamina oral es la prevencion de la mortalidad de termoplejia en
poblaciones de riesgo tales como soldados y atletas en los que el estrés térmico para el cuerpo es inevitable.

Los datos anteriores muestran que el aporte complementario farmacol6gico de glutamina es un potenciador potente
de la expresion de proteina de choque térmico 72 (HSP 72) en experimentos in vitro e in vivo. Adicionalmente,
células mononucleares de sangre periférica tratadas con glutamina presentaban un aumento en la expresion de
proteina de choque térmico y tuvieron una atenuacion significativa de la liberacion de factor de necrosis tumoral alfa.
Especificamente, ratas tratadas previamente por via oral con glutamina durante cinco dias consecutivos y expuestas
posteriormente a termoplejia experimental tuvieron una supervivencia mejorada y una expresion de proteina de
choque térmico aumentada.

Métodos: Los pacientes elegibles aleatorizados al grupo de glutamina (tratamiento) como su tratamiento inicial
reciben L-glutamina oral a una dosis de 0,65 g/kg dos veces al dia durante cinco dias antes del estrés térmico
posterior en una bafiera caliente en la GCRC. Los pacientes también tomaron la L-glutamina la mafiana antes del
estrés térmico posterior. Entonces se colocaron los pacientes en la bafiera caliente a una temperatura de 40 grados
Celsius (+/-2 grados C) durante 30 minutos o hasta que su temperatura oral alcanza 99,6 grados F o superior. Se
basé la dosis seleccionada de L-glutamina en la dosis maxima que se ha administrado de manera segura
previamente en seres humanos. La dosis se ha tolerado bien sin efectos secundarios adversos incluso en pacientes
gravemente enfermos.

Tras un periodo de 4 semanas para su lavado tras el estudio inicial (la semivida de la glutamina es de 6 horas), el
paciente regresé y continué el mismo procedimiento con el placebo que consistia en un polvo de maltodextrano.
Pacientes que se aleatorizaron a tomar el placebo inicialmente lo hicieron asi, entonces tras un periodo de lavado de
2 semanas regresaron para finalizar el brazo de tratamiento con L-glutamina del estudio.

Se extrajo sangre de todos los pacientes (10 cc/punto de tiempo) con el fin de evaluar la respuesta de citocinas, la
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expresion de proteinas de choque térmico y los niveles de glutamina durante todo el transcurso del estudio. Se tomé
sangre de nivel inicial tras obtenerse el consentimiento y se dieron las instrucciones de uso de L-glutamina/placebo
oral. Se extrajo una muestra de sangre la mafiana antes del estrés térmico en la bafiera caliente; después de que se
administrase la Ultima dosis de L-glutamina/placebo. Los puntos de tiempo adicionales para extracciones de sangre
incluyeron 1 hora, 6 horas y 24 horas después de que el paciente se sometiese al estrés térmico. Cada punto de
tiempo depende de cuando se expresan citocinas particulares (TNF-alfa, IL-1, 1I-6 e IL-18) en la sangre durante la
cascada proinflamatoria, sin embargo se midieron todas las citocinas a cada punto de tiempo.

Se extrajeron muestras de sangre de diez ml en tubos EDTA en el nivel inicial, tras la ultima dosis de L-
glutamina/placebo, 1, 6 y 24 horas. Se centrifugaron los tubos y se separ6 plasma para el analisis de glutamina y
citocinas. Se congelaron las muestras y se almacenaron a 80°C. Adicionalmente, se tomaron cinco ml de sangre en
tubos con tapon rojo en el nivel inicial, tras la Ultima dosis de L-glutamina/placebo, 1, 6 y 24 horas para la
estimulacién con LPS posterior de la sangre.

Se extrajeron aproximadamente 75 ml de sangre de cada sujeto durante cada brazo del estudio en total. Hubo un
periodo de lavado de un mes y entonces los pacientes tuvieron otra extraccion de sangre de 75 ml.

Andlisis de la expresion de proteinas de choque térmico: Se analizd la expresiéon proteina de choque térmico 70
sérica (HSP 70) usando un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) especifico para HSP 70 sérica
humana (Stressgen, Victoria BC, Canadd). Se realizd el ensayo segun las instrucciones del fabricante. También se
analizaron HSP 70, HO-1 y HSP 27 usando inmunotransferencia de tipo Western. Se extrajo sangre a las 6 horas
tras el estrés térmico y se colocd en tubos de recogida de sangre que contenian cdctel inhibidor de proteasas
(Roche Molecular, Indianapolis, Indiana). Entonces se centrifugé la sangre durante 3 minutos a 5000
revoluciones/min. y se separd el sobrenadante que contenia plasma y se congelé a -80 grados Celsius. Se
determinaron las concentraciones de proteina de las muestras utilizando el método de Lowry. Se realizd la
inmunotransferencia de tipo Western usando geles de SDS PAGE al 10% de una manera convencional usando
tampon de tratamiento 1X. Se bloquearon membranas Millipore con Blotto al 5% (5% en peso:volumen de leche
desnatada en polvo en solucion salina tamponada con fosfato con Tween al 0,1%). Para la deteccion de HSP72, se
incubaron entonces las transferencias con anticuerpo monoclonal de ratén especifico, C92 (StressGen, Victoria, BC,
Canadd). Entonces se lavaron las transferencias y se incubaron con un anticuerpo de cabra secundario anti-HRPO
de ratdén (Santa Cruz, CA) y se reveld usando un sistema de quimioluminiscencia potenciada. Para el control de
proteina HSC73, se utilizé un anticuerpo monoclonal de rata especifico frente a HSC73 constitutiva (Stress-Gen).
Para la deteccion de HO-1, se aplicd la técnica de inmunotransferencia de tipo Western mencionada anteriormente y
se incubd la membrana con un anticuerpo policlonal de conejo frente a HO-1 (StressGen).

Analisis de la liberacion de citocinas proinflamatorias:

Deteccion de TNF-alfa: Se midieron las concentraciones de TNF-alfa usando un ensayo de inmunoabsorcién ligado
a enzimas (ELISA). Se extrajo sangre a las 6 horas atras el estrés térmico y se estimulé con LPS. Se determinaron
las concentraciones de TNF-alfa utilizando un kit de ELISA para TNF-alfa de Endogen (Woburn, Massachusetts).
Entonces se determinaron los resultados de manera espectrofotométrica usando un lector de microplacas (Thermo
Lab Systems Opsys MR, Chantily, Virginia).

Deteccion de IL-6 e IL-1: Se midieron las concentraciones de interleucina-6 e interleucina-1 usando un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Se extrajo sangre a las 6 horas atras el estrés térmico y se estimul6 con
LPS. Entonces se analiz6 la sangre utilizando kits de ELISA para IL-6 e IL-1 de rata respectivamente de Research
Diagnostics Inc. (Flanders, New Jersey). Entonces se obtuvieron resultados de manera espectrofotométrica usando
un lector de microplacas (Thermo Lab Systems Opsys MR, Chantily, Virginia).

Deteccion de IL-18: Se extrajo sangre a las 24 horas atras el estrés térmico y se estimulé con LPS. Se detectaron
las concentraciones de interleucina-18 usando un kit de ELISA tal como se describié previamente de Biosource
International (Camarillo, California).

Ejemplo 8:

Los efectos protectores de la GLN pueden deberse a la expresion de proteinas de choque térmico (HSP)
potenciada, especificamente HSP 70. Se ha sabido desde hace mucho que la induccion de HSP 70 en animales
experimentales por medio de calentamiento subletal y/o arsénico es notablemente protector contra muchas formas
de lesion. Sin embargo, se ha carecido de un potenciador clinicamente relevante de HSP 70 que pueda
administrarse de manera facil y segura a sujetos humanos. La GLN puede potenciar HSP 70 y otras HSP en células,
tejidos, animales completos y pacientes graves. La potenciacion de HSP 70 por medio de la activacion potenciada
del factor de transcripcion responsable de la expresién de HSP 70 (factor-1 de choque térmico (HSF-1)) puede
proteger a células y animales experimentales de una amplia variedad de lesiones y estreses. Finalmente, la
administracion de este aminoacido seguro y no téxico a seres humanos gravemente enfermos puede potenciar HSP-
70 en el suero de estos pacientes.

La protecciéon con glutamina de células frente a lesion y estrés esta mediada por la expresion de HSP 70
potenciada. Experimentos iniciales indicaron que la proteccién con GLN de células contra el estrés térmico y
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oxidante se debia a la expresion potenciada de HSP 70. Esto se comprobé cuando se bloqued la expresion de HSP
70 por medio de quercetina (inhibe la unién de HSF-1) y por medio de inhibicién antisentido directa del gen de HSP
70 (figura 12).

La glutamina protege contra la septicemia inducida por endotoxinas y potencia HSP 70 y HSP 25 en
multiples tejidos en animales experimentales. El siguiente conjunto de experimentos evalué si la GLN podia
inducir HSP en animales complejos. Se evaluaron los efectos de la GLN tanto en animales estresados como no
estresados. La GLN puede potenciar HSP 70 y HSP 25 en el tejido pulmonar y cardiaco de ratas no estresadas
(figura 13).

Entonces se evalud el efecto de la GLN sobre la supervivencia y la expresion de HSP tras endotoxemia. Se
administré6 GLN simultaneamente con dosis letales de endotoxina. La GLN redujo la mortalidad y potencié HSP 70 y
23 tras endotoxemia letal (figuras 14 y 15).

También se realiz6 la evaluacion de la liberacion de citocinas proinflamatorias tras endotoxemia. LA GLN atenud
TNF-alfa e IL-1 beta tras endotoxemia (figura 16).

La GLN potencia la supervivencia tras septicemia polimicrobiana por medio de induccién de HSP 70 y
activacion potenciada del factor-1 de choque térmico (HSF-1). Puesto que la endotoxemia mortal no es un
modelo clinicamente relevante de septicemia, se evalud el efecto del tratamiento posterior con GLN sobre la
expresion de HSP 70 pulmonar, la activacion de HSF-1 y la supervivencia tras peritonitis y septicemia polimicrobiana
en un modelo clinicamente relevante. Se eligio ligacion y puncion cecal (CLP) en la rata como modelo apropiado. La
expresion pulmonar de HSP se centrd, como los datos previos han indicado, en que la transfeccion adenoviral de
HSP 70 en los pulmones de animales que se someten a este mismo ataque podia potenciar la expresion de HSP 70
deficiente y duplicar la supervivencia. Los animales se sometieron a induccién de peritonitis y septicemia y se
trataron 30 minutos después con GLN. El tratamiento con GLN potencié notablemente la expresiéon de HSP 70
pulmonar deficiente y la activacion de HSF-1. La GLN también potencié notablemente la expresion de HSP 70
sérica. Se bloqued el efecto mediante la administracion de quercetina, un inhibidor de la expresién de HSP 70
(expresado como Q en las figuras) (figura 17 y 18).

La GLN también pudo atenuar la disfuncién metabdlica tisular tras septicemia y peritonitis casi doblando la razon
ATP/ADP vy los niveles de NAD+/NADH en tejidos pulmonares (figuras 19 y 20). Se inhibié el efecto mediante el
inhibidor de HSP 70 quercetina (expresada como Q a continuacion).

Finalmente, la GLN pudo mejorar significativamente la supervivencia tras peritonitis y septicemia polimicrobiana
(figura 21). Se inhibi6é el efecto mediante la administracion de quercetina. Los datos indican que la GLN puede
proteger contra peritonitis, septicemia e infeccion tras una lesion.

Una dosis Unica de GLN potencia el metabolismo del tejido de miocardio, el contenido en glutation y mejora
la funcion del miocardio tras lesion por reperfusién-isquemia. Se evalué el efecto de la GLN sobre la funcion
cardiaca tras lesién por reperfusion e isquemia miocéardica (R/I), una lesiéon que imita una lesion similar a infarto de
miocardio. Para evaluar el efecto de la GLN, se administré una dosis Unica de glutamina 18 horas antes de los 15
minutos de isquemia sin flujo utilizando un modelo de corazén de rata en funcionamiento. Los animales tratados con
GLN tuvieron una mejora significativa del gasto cardiaco tras R/l (figura 22). Se observé una mejora significativa de
los parametros del metabolismo del tejido de miocardio. Los resultados incluyeron razén ATP/ADP, contenido en
NAD+/NADH mejorados y acumulacion de lactato del tejido de miocardio disminuida. Adicionalmente, la GLN mejord
el contenido en glutatién del miocardio (figura 23) tras R/I. Los datos indican que la GLN podria proteger a pacientes
de la lesion por R/l organica y/o lesién por R/l miocéardica, tal como infarto de miocardio.

La GLN potencia la supervivencia y la expresion de HSP 70 tras lesion por termoplejia experimental. A
continuacion se determiné si la GLN administrada por via oral era protectora contra la mortalidad por termoplejia
mortal. También se evalud el efecto de la GLN sobre la expresion de HSP 70 en este modelo de rata. Cinco dias de
GLN oral antes de la lesion mortal por termoplejia redujo significativamente la mortalidad (figura 24) y potencié la
expresion de HSP 70 en tejido cardiaco, pulmonar y de colon. La GLN administrada por via oral puede atenuar la
morbimortalidad en soldados y otros pacientes con riesgo de termoplejia.

La GLN potencia los niveles de HSP 70 sérica en suero de pacientes gravemente enfermos. A continuacion, se
determin6 si la GLN podia potenciar HSP 70 en pacientes gravemente enfermos. Para determinar esto, se
administr6 GLN o una disoluciéon control isonitrogenada por via intravenosa a un grupo mixto de pacientes
gravemente enfermos en un entorno de UCI quirtrgica. La GLN condujo a una potenciacion de cuatro veces de los
niveles de HSP sérica frente a disolucion control isonitrogenada en estos pacientes (figura 25). Se examinaron los
niveles de HSP 70 sérica en el modelo de peritonitis/septicemia polimicrobiana previamente descrito en la rata
(modelo CLP). Se encontré un aumento de aproximadamente cuatro veces de los niveles de HSP 70 sérica, que se
correlaciondé con una duplicaciéon de la supervivencia. Los datos son particularmente importantes, ya que la
investigacion previa en pacientes con traumatismos ha mostrado que niveles de HSP 70 sérica potenciados se
correlacionan con aumento de la supervivencia en pacientes gravemente traumatizados.

Ademas, tal como se muestra en la figuras 26-29 y las tablas 1-10, los niveles de HSP-70 a 1 semana fueron 2,82
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unidades superiores en pacientes que recibieron glutamina en comparacion con los pacientes control (IC del 95%:
de -0,01 a 5,64, p = 0,050). ElI cambio en los niveles de HSP-70 desde el nivel inicial hasta 1 semana fue 2,60
unidades superior en pacientes que recibieron glutamina en comparacion con los pacientes control (IC del 95%: de
-0,09 a 5,29, p = 0,057). Los niveles de HSP-70 a 1 semana fueron 3,71 veces superiores en pacientes que
recibieron glutamina en comparacién con los controles (IC del 95%: de 1,15 a 11,85, p = 0,029). En otras palabras,
la tasa de aumento de los niveles de HSP-70 a lo largo de 1 semana fue 3,40 veces mayor en pacientes que
recibieron glutamina en comparacion con los controles (IC del 95%: de 1,50 a 7,70, p = 0,005).

A lo largo de toda esta solicitud, se hace referencia a diversas publicaciones, incluyendo patentes estadounidenses,
por autor y afio, y a patentes, por nimero. Se enumeran a continuacion menciones completas para las
publicaciones. Las descripciones de estas publicaciones y patentes se incorporan en tu totalidad en el presente
documento como referencia en esta solicitud con el fin de describir de manera mas completa el estado de la técnica
a la que esta invencién pertenece.

La invencién se ha descrito de una manera ilustrativa, y debe entenderse que la terminologia que se ha usado
pretende ser de naturaleza descriptiva en vez de limitativa.

Obviamente, son posibles muchas modificaciones y variaciones de la presente invencion a la luz de las ensefianzas
anteriores. Por tanto, debe entenderse que dentro del alcance de la invencion descrita la invencion puede ponerse
en préactica de otra manera que la especificamente descrita.

Tabla 1

Caracteristicas de nivel inicial para sujetos control y con glutamina, todos los diagnésticos.

Glutamina (n=15) Control (n=14)

Edad 53,2+ 15,0 52,4+14,1
Sexo (%)

1 53,3 78,6

2 46,7 21,4
Diagnéstico (%)

1 53,3 71,4

2 13,3 14,3

3 20,0 71

4 13,3 7,1
CRP de nivel inicial 19,8 £ 11,0 176 +7,8
BMI 31,4+7,3 28,8+7,6
Dia de entrada en el hospital
HSP-70 de nivel inicial 0,61+ 1,05 0,39 £ 0,37

Tabla 2

Caracteristicas de nivel inicial sujetos control y con glutamina, diagnoésticos no pancreaticos.

Glutamina (n=15) Control (n=14)

Edad 59,9+14,4 58,3+ 15,3

Sexo (%)
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1 57,1 75,0

2 42,9 25,0
Diagnéstico (%)

2 28,6 50,0

3 42,9 25,0

4 28,6 25,0
CRP de nivel inicial 23,6 + 13,0 20,2 +10,9
BMI 32,1+6,8 29,6 +11,6
Dia de entrada en el hospital
HSP-70 de nivel inicial 0,83+1,48 0,25+0,35

Tabla 3

Comparacion de los niveles de HSP-70 para sujetos control y con glutamina, diagndsticos no pancreaticos.

Glutamina (n = 7) Control (n = 4) Valorde p’  Valor de p' NP

HSP-70 de nivel inicial 0,83+1,48 0,25+ 0,35 0,355 0,230
HSP-70 a 1 semana 3,43 +5,17 0,65 £ 0,53 0,206 0,230
Cambio de HSP-70 desde 2,60 + 4,77 0,40 £ 0,56 0,271 0,315
el nivel inicial

LN (HSP-70 de nivel inicial) -1,43+1,58 -2,01+1,18 0,504 0,230
LN (HSP-70 a 1 semana) 0,20 +£1,70 -0,90 + 1,32 0,269 0,230
LN (HSP a 1 sem. / HSP de 1,63+1,21 1,12+1,32 0,550 0,412
nivel inicial)

" Prueba de la t de varianzas desiguales en muestras independientes

' Prueba no paramétrica: prueba de la U de Mann-Whitney

Tabla 4

Comparacion de niveles de HSP-70 en sujetos control y con glutamina, todos los diagndsticos.

Glutamina (n = 15)  Control (n = 14) Valorde p'  Valor de p' NP

HSP-70 de nivel inicial 0,61+ 1,05 0,39 + 0,37 0,457 0,983
HSP-70 a 1 semana 4,09+ 4,70 1,27 +2,24 0,050 0,026
Cambio de HSP-70 3,48 + 4,53 0,88+ 2,01 0,057 0,010
desde el nivel inicial

LN (HSP-70 de nivel -1,37 +1,26 -1,46 £ 1,11 0,849 0,983
inicial)

LN (HSP-70 a 1 semana) 0,56 +1,63 -0,75+1,42 0,029 0,026
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1,93+1,23

0,71+0,89

0,005

0,006

" Prueba de la t de varianzas desiguales en muestras independientes

' Prueba no paramétrica: prueba de la U de Mann-Whitney

Tabla 5

Comparacion de desenlaces para sujetos control y con glutamina, todos los diagnésticos.

Glutamina (n=15)  Control (n =14")  Valorde p' Valor de p' NP
Numero de infecciones 1,87 £ 2,59 3,00 + 3,19 0,305 0,331
Una o méas infecciones (%) 60,0 % 71,4% 0,518 0,700
Numero 0,20 + 0,41, 0,57+ 0,94 0,190 0,400
Una o mas infecciones 20,0% 35,7% 0,344 0,427
bacterianas (%)
Duracion de la estancia 29,73+ 14,46 33,29 £ 22,18 0,617 0,880
(dias)
Dias en la UCI 15,73 £ 16,18 17,38 £ 22,49 0,828 0,650
Dias con respirador 12,07 £ 15,25 15,77 £ 21,57 0,611 0,751
Bilirrubina total maxima 1,23 +£0,67 2,01 +1,95 0,174 0,847
(unidades??)
Creatinina total maxima 1,26 +£0,89 1,47+151 0,653 0,949

(unidades??)

T Prueba de la t de varianzas desiguales en muestras independientes o prueba de chi-cuadrado de

Pearson

' Prueba no paramétrica: prueba de la U de Mann-Whitney o prueba exacta de Fisher

' El tamafio de muestra es de 13 pacientes por dias en la UCI y dias con respirador.

Tabla 6

Comparacion de desenlaces para sujetos control y con glutamina, diagnosticos no pancreaticos.

Glutamina (n = 7) Control (n = 4") Valorp' Valor p'NP
Numero de infecciones 1,43+1,40 4,25+ 2,36 0,091 0,073
Una o mas infecciones 57,1 % 100% 0,125 0,212
(%)
Namero de infecciones 0,0+0,0 1,0+1,41 0,252 0,230
bacterianas
Una o mas infecciones 0% 50 % 0,039 0,109
bacterianas (%)
Duracion de la estancia 25,29 +6,18 31,25+ 17,59 0,554 0,412

(dias)
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Dias en la UCI 16,71 + 7,65 26,00 + 24,52 0,582 0,517
Dias con respirador 12,86 + 9,03 25,33 + 25,50 0,488 0,517
Bilirrubina total maxima 1,70+0,70 4,23 +2,19 0,102 0,164

(unidades??)

Creatinina total maxima 1,80+ 1,07 2,78+ 2,48 0,499 0,648
(unidades??)

T Prueba de la t de varianzas desiguales en muestras independientes o prueba de chi-cuadrado de
Pearson

' Prueba no paramétrica: prueba de la U de Mann-Whitney o prueba exacta de Fisher

" E tamafio de muestra es de 3 pacientes por dias en la UCI y dias con respirador.

Tabla 7

Correlaciones de rangos de Spearman entre HSP-70 y desenlaces clinicos entre pacientes tratados con glutamina,
todos los diagndsticos (n=15).

Desenlace HSP-70 a 1 semana Cambio en HSP-70 Razo6n de HSP-70
NuUmero de infecciones -0,401 -0,466 -0,384
p=0,139 p=0,080 p=0,158
Numero de infecciones -0,309 -0,309 -0,424
bacterianas
p=0,263 p=0,263 p=0,115
Duracién de la estancia -0,082 -0,123 -0,206
p=0,771 p=0,661 p=0,462
Dias en la UCI -0,438 -0,615 -0,649
p=0,103 p=0,015 p=0,009
Dias con respirador -0,327 -0,483 -0,551,
p=0,235 p=0,068 p=0,033
Bilirrubina total méaxima -0,213 -0,371 -0,025
p=0,445 p=0,173 p=0,929
Creatinina total maxima -0,327 -0,476 -0,230
p=0,235 p=0,073 p=0,410
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Tabla 8

Correlaciones de rangos de Spearman entre HSP-70 y desenlaces clinicos entre pacientes con diagnésticos no
pancreaticos (n =11).

Desenlace HSP-70 a 1 semana Cambio en HSP-70 Razén de HSP-70
Numero de infecciones -0,443 -0,485 -0,333
p=0,172 p=0,130 p=0,318
Numero de infecciones -0,418 -0,580 -0,666
bacterianas
p=0,201 p=0,062 p=0,027
Duracion de la estancia -0,245 -0,418 -0,518
p=0,467 p=0,201 p=0,102
Dias en la UCI -0,438 -0,693 -0,669
p=0,206 p=0,026 p=0,035
Dias con respirador -0,280 -0,511 -0,498
p=0,434 p=0,132 p=0,143
Bilirrubina total maxima -0,351 -0,437 -0,428
p=0,290 p=0,179 p=0,189
Creatinina total maxima -0,218 -0,236 -0,200
p=0,519 p=0,484 p=0,555

NOTAS: No hubo relaciones entre los niveles de HSP-70 y los desenlaces en la muestra total de 29
pacientes.

Tabla 9

Correlaciones de rangos de Spearman y Pearson entre HSP-70 y desenlaces clinicos entre pacientes tratados con
glutamina, todos los diagnosticos (n=15).

Desenlace HSP-70 a 1 semana. Cambio en HSP-70
Pearson Spearman Pearson Spearman

NuUmero de infecciones -0,359 -0,401 -0,387 -0,466
p=0,189 p=0,139 p=0,154 p=0,080
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Numero de infecciones -0,253 -0,309 -0,264 -0,309
bacterianas
p=0,263 p=0,263 p=0,341 p=0,263
Duracién de la estancia -0,127 -0,082 -0,162 -0,123
p=0,652 p=0,771 p=0,563 p=0,661
Dias en la UCI -0,373 -0,438 -0,447 -0,615
p=0,171 p=0,103 p=0,094, p=0,015
Dias con respirador -0,306 -0,327 -0,394 -0,483
p=0,267 p=0,235 p=0,146 p=0,068
Bilirrubina total maxima -0,292 -0,213 -0,349 -0,371
p=0,290 p=0,445 p=0,202 p=0,173
Creatinina total maxima -0,283 -0,327 -0,271 -0,476
p=0,307 p=0,235 p=0,329 p=0,073
Tabla 10

Correlaciones de rangos de Spearman y Pearson entre HSP-70 y desenlaces clinicos entre pacientes con
diagndsticos no pancreaticos (n =11).

Desenlace HSP-70 a 1 semana Cambio en HSP-70
Pearson Spearman Pearson Spearman
Numero de infecciones -0,416 -0,443 -0,412 -0,485
p=0,203 p=0,172 p=0,208 p=0,130
Nuamero de infecciones -0,182 -0,418 -0,197 -0,580
bacterianas
p=0,593 p=0,201 p=0,561 p=0,062
Duracién de la estancia 0,092 -0,245 0,087 -0,418
p=0,788 p=0,467 p=0,799 p=0,201
Dias en la UCI -0,381 -0,438 -0,247 -0,693
p=0,278 p=0,206 p=0,219 p=0,026
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Dias con respirador -0,319 -0,280 -0,378 -0,511
p=0,369 p=0,434 p=0,282 p=0,132

Bilirrubina total maxima -0,349 -0,351 -0,352 -0,437
p=0,292 p=0,290 p=0,289 p=0,179

Creatinina total méxima -0,271 -0,218 -0,224 -0,236
p=0,420 p=0,519 p=0,508 p=0,484

NOTAS: No hubo relaciones entre los niveles de HSP-70 y los desenlaces en la muestra total de 29
pacientes.
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REIVINDICACIONES
Dipéptido

seleccionandose dicho dipéptido del grupo que consiste en alanil-glutamina, glicil-glutamina, leucil-
glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-glutamina

para su uso en el tratamiento o la prevencion de una lesién, enfermedad o dolencia aguda o crénica; la
prevencioén de lesion por reperfusion o isquemia; la protecciéon de érganos para trasplante; atenuacion de la
inflamacioén o expresién de citocinas pro-inflamatorias en estados de salud o enfermedad; la prevencion o el
tratamiento de estrés térmico, termoplejia o cualquier otra lesién o estrés relacionado con la temperatura;
mejora del metabolismo tisular; y tratamiento de septicemia;

en el que la lesion, enfermedad o dolencia es una de lesion pulmonar, sindrome de dificultad respiratoria
aguda, una enfermedad autoinmunitaria, artritis, artrosis, artritis reumatoide, lupus, esclerosis multiple,
fibromialgia, enfermedad de Chron, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, un ataque al corazén,
cirugia cardiaca, angina crénica, arteriopatia coronaria, peritonitis y sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, en el que el medicamento esté dispuesto para administrarse en una dosis en bolo intravenoso.

Dipéptido

seleccionandose dicho dipéptido del grupo que consiste en alanil-glutamina, glicil-glutamina, leucil-
glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-glutamina para su uso en el tratamiento de estados
autoinmunitarios y enfermedades inflamatorias sistémicas y locales, con el fin de proteger érganos para
trasplante, en el que el medicamento aumenta la expresion de cualquier proteina de choque térmico o
factor 1 de choque térmico y en el que el medicamento esta dispuesto para administrarse en una dosis en
bolo intravenoso.

Dipéptido

seleccionandose dicho dipéptido del grupo que consiste en alanil-glutamina, glicil-glutamina, leucil-
glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-glutamina para su uso en la inhibicion del dafio
cutaneo/epitelial debido a radiacién UV, lesién por quemadura, envejecimiento o cualquier otro tipo de
lesion por radiacion, en el que el medicamento aumenta la expresiéon de cualquier proteina de choque
térmico o factor 1 de choque térmico y en el que el medicamento esta dispuesto para administrarse en una
Unica dosis en bolo intravenoso.

Dipéptido

seleccionandose dicho dipéptido del grupo que consiste en alanil-glutamina, glicil-glutamina, leucil-
glutamina, valil-glutamina, isoleucil-glutamina y cisteinil-glutamina para su uso en la inhibicién de una lesion
cutanea o de la mucosa proveniente de radiacion terapéutica o quimioterapia, en el que el medicamento
aumenta la expresion de cualquier proteina de choque térmico o factor 1 de choque térmico y en el que el
medicamento esta dispuesto para administrarse como una dosis en bolo intravenoso.
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Glutamina protege células epiteliales
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Fig. 24
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Fig. 26
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Fig. 27
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Fig. 29
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