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DESCRIPCION
Agentes mejoradores de la funcién constitutiva
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un agente mejorador de la funcidon inmunoldgica capaz de incrementar la
resistencia a las infecciones y al envejecimiento que es util para prevenir o tratar enfermedades asociadas al estilo
de vida tales como la arteriosclerosis, el cancer y la diabetes melitus, la pigmentacion anormal, tal como manchas y
pecas, la inflamacion de la piel, la senescencia de la piel y similares.

Técnica anterior

La funcién inmunitaria es una funcién basica poseida por los animales para conservar la vida, excluyendo
selectivamente por ejemplo el caso en el que un patégeno o similar que es desfavorable para la existencia de los
mismos invade el organismo o se genera en él un cancer o similar. La funcién inmunoldgica se realiza por medio de
una cooperacion mutua y una regulacion de diferentes linfocitos, macréfagos, leucocitos y similares distribuidos
principalmente en el timo y también en el bazo, los ganglios linfaticos, la médula dsea y similares.

Un farmaco que mejora la funcién inmunoldgica es util como agente preventivo o terapéutico para canceres, un
agente terapéutico para diversas enfermedades autoinmunitarias y similares, asi como un medicamento o un
alimento para incrementar la resistencia a diferentes infecciones y similares. Esto es, entre un gran numero de
aminoacidos, la glutamina y la arginina tienen la accién de mejorar la funcién inmunolégica (Referencia de Patente

1).

Adicionalmente se ha descrito que un pienso para ganado con un suplemento de &-aminoacidos aumenta la
autoinmunidad del ganado y la eficacia del pienso y proporciona un efecto de proliferacion sobre los fagocitos. En
particular, el producto con suplemento de &-aminoacido aumenta el peso corporal y la eficacia del pienso cuando se
afade a pienso para lechones durante el periodo de destete (Referencia de Patente 4).

Adicionalmente, se ha descrito el uso de acido 5-aminolevulinico para la profilaxis de la restenosis por medio de
terapia fotodinamica utilizando dosis sub-letales, que evita el efecto citotoxico y permite un efecto supresor de la
funcién inmunitaria (Referencia de Patente 5).

Ademas, es ampliamente conocido que el oxigeno activo tipificado por el radical superéxido y el peroxido de
hidrégeno tienen citotoxicidad y son causa de cancer, reumatismo, manchas, arrugas y similares. Asimismo, es
sabido que la LDL que porta colesterol cambia a LDL oxidada por el oxigeno activo, y la LDL oxidada cambiada se
convierte en una causa de arteriosclerosis.

Por lo tanto, puesto que se dice que un agente farmacéutico que tiene accién antioxidante es util en la prevencion o
el tratamiento de las enfermedades asociadas con el estilo de vida tales como la arteriosclerosis, el cancer y la
diabetes melitus, la pigmentacion anormal tal como manchas y pecas, la inflamacion de la piel, la senescencia de la
piel y similares, se han encontrado diferentes componentes de la accién antioxidante. Por ejemplo, se sabe que la
accion antioxidante se puede encontrar en sustancias naturales tales como la vitamina E y la vitamina C,
compuestos sintéticos tales como BHT (3,5-terc-butil-4-hidroxitolueno) y BHA (2,3-tert-butil-hidroxianisol), farmacos
brutos y similares (Referencia de Patente 2).

Por otra parte, la funcién sana de los seres humanos y los animales se reduce por la fatiga, la enfermedad, el
embarazo, el envejecimiento, los trastornos nutricionales o la mala nutricion. Esta fatiga incluye fatiga fisica y fatiga
mental, y no solamente la fatiga fisica si no también la fatiga mental estan enormemente implicadas en la fatiga
moderna.

Entre estos, se utilizan un carbohidrato complejo de sacaridos y almidon y similares como nutricion eficaz para la
fatiga fisica. Asimismo, como medicamentos, se utilizan el grupo de la vitamina B tal como la vitamina B+, la vitamina
B- y el acido nicotinico, la melatonina, la vitamina C, la vitamina E, el magnesio y similares.

Ademas, se ha informado recientemente que los aminoacidos de una composicidon especifica que contienen
aminoacidos esenciales y aminoacidos no esenciales tienen un efecto mejorador de la funcién del ejercicio en un
momento de fatiga (Referencia de Patente 3). Los aminoacidos esenciales incluyen valina, leucina, isoleucina, lisina,
treonina, metionina y similares, y los aminoacidos no esenciales incluyen arginina, glutamina, prolina y similares.
Referencia de Patente 1: JP-A-2002-3372

Referencia de Patente 2: JP-A-10-139678

Referencia de Patente 3: JP-A-9-249556

Referencia de Patente 4: KR 2003 0097164 A
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Referencia de Patente 5: WO 02/49635 A2
Descripcion de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

Sin embargo, entre los aminoacidos que se considera que tienen una accidon mejoradora de la funcion inmunoldgica,
la glutamina tiene el problema de que tiene baja solubilidad y es inestable, de manera que se degrada a acido
glutamico y amoniaco en el organismo, y se sabe que la arginina tiene efectos que causan piel agrietada, y
engrosamiento de la piel, hinchazén de las articulaciones y malformaciones de los huesos, de manera que es
necesario tener cuidado con su ingestion.

Por consiguiente, un objeto de la de la presente invencidén es proporcionar un agente mejorador de la funcion
inmunoldgica que se pueda ingerir durante un periodo de tiempo prolongado.

Métodos para resolver los problemas

De este modo, los autores de la presente invencion han examinado las acciones farmacolégicas de diferentes
aminoacidos y han encontrado que los d-aminoacidos tipificados por el acido 5-aminolevulinico tienen una excelente
accion mejoradora de la funcidon inmunolégica, incrementando el peso del timo que es importante como tejido que
porta la funcién inmunoldgica, y promoviendo el crecimiento de las células del timo de las células T citotoxicas.

Esto es, la presente invencion hace referencia a los siguientes apartados 1 a 7.

1. Un agente para su uso en un método para mejorar la funcién inmunolégica en animales incluyendo seres
humanos, en donde los animales que incluyen seres humanos tienen una funcion inmunoldgica disminuida
debido a la edad avanzada, y en donde el agente comprende un compuesto seleccionado entre un &-
aminoacido, un derivado del mismo y una sal del mismo, en donde el &-aminoacido es un compuesto
representado por la siguiente férmula (1)

R'-NHCH,COCH,CH,COOR? )

en donde R’ representa un atomo de hidrégeno; y R? representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
que tiene de 1 a 7 atomos de carbono.

2. El agente de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en el método de acuerdo con la reivindicacion 1,
en donde el método pretende mejorar el crecimiento de las células del timo.

3. El agente de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en un método de acuerdo con la reivindicacion 1
6 2, en donde el agente es un agente para la administracion oral, mediante inyectable, oftalmica, en
supositorios, fomentos, en parche, en aerosol, tubarica o entérica.

4. El agente de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en un método de acuerdo con la reivindicacion 1
6 2, en donde el agente es un alimento o una bebida.

5. El agente de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en un método de acuerdo con la reivindicacion 1
6 2, en donde el agente es ingerido en una cantidad de 0,001 a 1000 mg de peso corporal por dia.

6. El agente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3 a 5 para su uso en un método de
acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde el agente comprende al menos un mineral.

7. El agente de acuerdo con la reivindicacién 6 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde
el al menos un mineral se selecciona del grupo que consiste en hierro, cobre, selenio, cinc y manganeso.

Efectos de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, se puede mejorar la funcién inmunolégica de un animal, incluyendo un ser
humano, cuya funcién inmunolégica se habia reducido acompafiado de envejecimiento, de manera que se puede
incrementar la resistencia a una infeccion y similar.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una vista que muestra fotografias del timo de un grupo al que se ha administrado y un grupo al que no
se ha administrado &cido 5-aminolevulinico.

La Fig. 2 es un grafico que muestra la curva de crecimiento de un raton.

La Fig. 3 es un grafico que muestra la curva de crecimiento de un cerdo de cria.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

Un componente eficaz del agente mejorador de la funcion inmunolégica de la presente invencién es un ©-
3
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aminoacido, un derivado del mismo o una sal del mismo (en adelante también referidos como "3-aminoacidos"). Los
ejemplos de los &-aminodcidos incluyen un acido 5-aminolevulinico representado por la siguiente formula (1):

R'-NHCH,COCH,CH,COOR? )

(en la formula, R" representa un atomo de hidrégeno; y R? representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo que
tiene de 1 a 7 atomos de carbono), un derivado del mismo y una sal del mismo (también referidos en adelante como
"acidos 5-aminolevulinicos").

Se sabe que los 6-aminoacidos tales como los acidos 5-aminolevulinicos son utiles como fotosensibilizador en la
terapia fotodinamica (documento JP-T-2004-505105), regulador del crecimiento vegetal (documento JP-A-07-
53487), herbicida (documento JP-A-05-117110), terapia para la infeccién de peces con microorganismos patdgenos
y parasitos (documento JP-A-2001-316255), acelerador del crecimiento de los cerdos (documento JP-A-2003-40770)
y similares.

Los ejemplos del grupo alquilo que tiene de 1 a 7 atomos de carbono representado por R? incluyen un grupo metilo,
un grupo etilo, un grupo n-propilo, un grupo isopropilo, un grupo n-butilo, un grupo isobutilo, un grupo terc-butilo, un
grupo n-pentilo, un grupo isopentilo, un grupo neopentilo, un grupo ferc-pentilo, un grupo 2-metilbutilo, un grupo n-
hexilo, un grupo isohexilo, un grupo 3-metilpentilo, un grupo etilbutilo, un grupo n-heptilo y un grupo 2-metilhexilo.

Los ejemplos de la sal de d-aminoacido o un derivado del mismo incluyen sales de adicién de acido tales como
hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, fosfato, metilfosfato, etilfosfato, fosfito, hipofosfito, nitrato, sulfato, acetato,
propionato, toluenosulfonato, succinato, oxalato, lactato, tartrato, glicolato, metanesulfonato, butirato, valerato,
citrato, fumarato, maleato y malato, sales de metales tales como sal de sodio y sal de calcio, una sal de amonio, una
sal de alquilamonio, y similares. Con respecto a esto, estas sales se utilizan como una disolucién o polvo cuando se
utilizan.

El 8-aminoacido anterior, el derivado del mismo o la sal del mismo pueden formar un hidrato o solvato, y se puede
utilizar solos o0 como una combinacién opcional de dos o mas.

Los &-aminoacidos se pueden producir mediante uno cualquiera de métodos de sintesis quimica, de produccion
microbiana y de produccion enzimatica. Ademas, entre los &-aminoacidos anteriormente descritos, los acidos 5-
aminolevulinicos se pueden producir de acuerdo con los métodos descritos en los documentos JP-A-48-92328, JP-
A-62-111954, JP-A-2-76841, JP-A-6-172281, JP-A-7-188133, JP-A-11-42083y  similares. Los &-aminoacidos
producidos de la manera anterior y las soluciones quimicas o las soluciones de fermentacion antes de su purificacion
se pueden utilizar como tales sin llevar a cabo la separacion y la purificacion, con la condicion de que no contengas
sustancias nocivas. Ademas, también se pueden utilizar articulos comerciales y similares.

El agente mejorador de la funcion de salud de la presente invencion es un agente mejorador de la funcion
inmunoldgica.

Especificamente, como se describe mas adelante en los Ejemplos, los 8-aminoacidos anteriormente descritos tienen
la accidon de mejorar la funcién inmunoldgica, incrementando el peso del timo de un ratdn cuya funcién inmunoldgica
habia disminuido debido a la edad avanzada. De este modo, los d-aminoacidos anteriormente descritos son Utiles
como agente mejorador de la inmunidad para animales, incluyendo seres humanos, que tienen una funcidon
inmunoldgica disminuida debido a la edad avanzada.

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencion hace referencia a un agente mejorador de la funcion
inmunolégica, pero en sentido estricto, el agente mejorador de la funcién inmunoldgica de la presente invencion es
un agente de crecimiento de las células del timo que es capaz de hacer crecer las células del timo en un ratén
mediante su administracion oral al ratbn como se muestra mas adelante en los Ejemplos. Asimismo, en un sentido
mas estricto, éste es un agente de crecimiento de células T que hace posible el crecimiento celular de las células T
en un ratéon mediante su administracién oral al ratbn como se muestra mas adelante en los Ejemplos. Semejante
funcién del 8-aminoacido en un organismo in vivo no ha sido pronosticada y por lo tanto es una invencion util en una
sociedad que esta envejeciendo.

Por consiguiente, los 8-aminoacidos anteriormente descritos son utiles para animales, incluyendo seres humanos,
cuya funcién de salud habia disminuido debido al envejecimiento.

Asimismo, con respecto al agente mejorador de la funcion inmunolégica de la presente invencion, su efecto se
puede mejorar adicionalmente cuando esta contenido en él un mineral, o cuando se ingiere simultaneamente con él.
Los ejemplos del mineral incluyen hierro, cinc, cobre, fésforo, calcio, magnesio, potasio, selenio, cromo, manganeso,
iodo, boro, silicio, vanadio, molibdeno, cobalto y similares. Un mineral particularmente preferible es hierro, cobre,
selenio, cinc o0 manganeso. Estos minerales se pueden utilizar solos o en combinaciones de dos o mas. Se puede
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utilizar cualquier propiedad quimica de los minerales, con tal que no sea perjudicial para los organismos.

Si es necesario, se pueden afadir otros nutrientes, antioxidantes y similares al agente mejorador de la funcion
inmunolégica de la presente invencion. Los ejemplos de los nutrientes son, aminoacidos esenciales, aminoacidos no
esenciales, vitaminas, factores internos tales como taurina, coenzima Q10 y acido o-lipoico, hierbas, proteinas,
diversas enzimas. Los ejemplos de los antioxidantes incluyen polifenoles tales como ubiquinona y acido ferdlico,
flavonoides tales como N-acetilcisteina, cisteina, catecol, tocoferol, catequina y quercetina.

El agente mejorador de la funcion inmunolégica de la presente invencion también se puede utilizar permitiendo que
un portador tal como un excipiente adsorba un polvo de 6-aminoacidos, una solucién acuosa preparada disolviendo
polvo de d-aminoacidos en agua, o una solucién de fermentacion que contiene d-aminoacidos producida por medio
del método anteriormente descrito. La clase de portador puede ser una sustancia general, y los ejemplos incluyen
celulosa cristalina, gelatina, almidén, dextrina, torta de aceite, levadura panadera, levadura cervecera, levadura de
sake, levadura de vino, leche en polvo desnatada, lactosa, grasas y aceites animales y vegetales, fosfato de calcio
anhidro, carbonato de calcio, estearato de magnesio, aluminosilicato de magnesio y metaaluminosilicato de
magnesio.

Las formas de dosificacion del agente mejorador de la funcion inmunolégica de la presente invencion incluyen
inyectables, comprimidos, capsulas, polvos micronizados, jarabes, supositorios, soluciones oftalmicas, fomentos,
parches y aerosoles. Estas se pueden producir de acuerdo con los métodos habituales utilizando opcionalmente
portadores farmacéuticamente aceptables tales como un disolvente, un medio de dispersion, un expansor y un
excipiente. Ademas, éstas pueden ser ingeridas como una forma de alimento o bebida.

[0031] Cuando el agente mejorador de la funcidon inmunolégica de la presente invencion se prepara en forma de una
solucién acuosa es necesario prestar atencién a que la soluciéon acuosa no se vuelva alcalina con el fin de evitar la
degradaciéon del ingrediente activo, acido 5-aminolevulinico. Cuando se vuelve alcalina, la degradacion del
ingrediente activo se puede evitar eliminando el oxigeno.

El agente mejorador de la funcidon inmunoldgica de la presente invenciéon puede ser suficiente cuando la funcion
inmunoldgica se puede mejorar por medio de la ingestion de este agente. Las condiciones preferidas se muestran a
continuacion.

Aunque el animal objeto del agente mejorador de la funcién inmunolégica de la presente invencion no esta
particularmente limitado, son preferibles los animales vertebrados tales como mamiferos, reptiles, aves, anfibios y
peces. Los ejemplos incluyen seres humanos, ganado vacuno, cerdos, ovejas, cabras, ratones, ratas, conejos,
perros, gatos, aves domésticas, codorniz, peces de agua dulce tales como trucha arcoiris, carpa, anguila y trucha de
montafia, peces marinos tales como salmén plateado, cola amarilla, besugo, caballa y atin, y organismos para
exhibicion, tales como peces tropicales y reptiles, y similares.

El uso del agente como un agente mejorador de la funcién inmunoldgica en un método para mejorar la funcion
inmunoldégica es posible en un animal de edad avanzada, pero preferiblemente, se prefiere después de que cese el
incremento del peso del tejido del timo. Es preferible utilizar el agente mejorador de la funciéon inmunoldgica en un
método para mejorar la funciéon inmunoldgica a los 15 afios de edad o después, particularmente preferiblemente a
los 30 afios de edad o después, en el caso del ser humano.

Aunque el método para ingerir el agente mejorador de la funcién inmunoldgica de la presente invenciéon no esta
particularmente limitado, los ejemplos incluyen ingestion oral, mediante inyectable, oftalmica, en supositorios,
fomentos, parches, aerosoles, tubarica y entérica, y es particularmente preferible la ingestion oral.

Aunque el agente muestra un efecto suficiente en una ingestion, puede ser ingerido dos 0 mas veces para mejorar
adicionalmente el efecto. Las dos o mas veces de ingestion son eficaces con respecto al efecto por agente que va a
ser ingerido, y el método de uso eficaz consiste en ingerirlo en pequefias porciones cada dia.

La cantidad de ingestion del agente en una vez por 1 kg del animal que se va a tratar es preferiblemente de 0,001
mg a 1000 mg, mas preferiblemente de 0,001 mg a 100 mg, y lo mas preferiblemente de 0,001 mg a 50 mg. En
cuanto a la cantidad de ingestion del agente, se requiere una cantidad mas grande cuando el crecimiento es
vigoroso o la frecuencia de ingestion es menor. Se prefiere que la ingestion no exceda el intervalo apropiado, debido
a que resulta poco rentable y existe la posibilidad de que la luz solar ocasionar lesiones.

Ademas, cuando se utilizan conjuntamente minerales, éstos se pueden utilizar simultdneamente o se pueden utilizar
por separado. La clase de mineral que se va a utilizar, el método de utilizacion del mismo y la cantidad de utilizacion
del mismo pueden ser iguales a los de los minerales generalmente comercializados. La cantidad utilizada es, por
ejemplo, de 1 a 45 mg, preferiblemente de 5 a 20 mg, por dia por macho adulto en el caso del hierro. En el caso del
cobre, es de 0,5 a 10 mg, preferiblemente de 1 a 5 mg, por dia por macho adulto. En el caso del cinc, es de 1 a 40
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mg, preferiblemente de 5 a 20 mg. En el caso del manganeso, es de 0,1 a 11 mg, preferiblemente de 2 a 8 mg. En el
caso del selenio, es de 10 a 250 pg, preferiblemente de 20 a 100 ug. En el caso del magnesio, es de 50 mg a 700
mg, preferiblemente de 100 a 500 mg.

Ejemplo 1

La presente invencion se describe mas abajo con detalle basandose en los Ejemplos de la Invencion 1y 2, pero la
presente invencion no esta limitada a estos. Asimismo, % representa el % en peso a menos que se indique de otro
modo. Ademas, los Ejemplos 3 a 9 adicionales describen otras ventajas del agente mejorador de la funcion
inmunolégica de la presente invencion.

Ejemplo de la invencién 1 Ejemplo 1

Se inyectaron en ratones (35 a 45 semanas de edad, BALB/cAJc1) previamente criados durante 1 semana 10 mg de
hidrocloruro de acido 5-aminolevulinico (en adelante referido como "ALA") por kg de peso corporal del ratéon una vez
al dia durante 7 dias de manera continuada. El hidrocloruro de ALA se ajusté a una concentracion de 0,5 g/ml con
agua destilada y se administré oralmente a los ratones. Después del ensayo, cada ratén se sacrifico y se midié el
peso de su timo. El ensayo se llevd a cabo utilizando 5 ratones por 1 lote, y sus valores se mostraron por un valor
medio. Los resultados se muestran en la Tabla 1. En el lote tratado con hidrocloruro de ALA, el peso del timo, que
esta estrechamente relacionado con la funciéon inmunoldgica, se habia incrementado significativamente, tanto en los
casos de machos como de hembras, y se confirmé que el efecto se expresaba de manera notable concretamente en
los machos.

Tabla 1
Timo (g)
& No tratados 0,021
& Tratados con ALA (0,035
@ No tratados 0,035

Q Tratados con ALA 0,038

Ejemplo de la invencion 2

Se inyectaron en ratones (35 a 45 semanas de edad, BALB/cAJc1) criados previamente durante 1 semana, 10 mg
de hidrocloruro de ALA por 1 kg de peso corporal de ratén una vez al dia 7 dias de manera continuada. El
hidrocloruro de ALA se ajusté a una concentracion de 0,5 g/ml con agua destilada y se administré oralmente a los
ratones. Después del ensayo, cada ratdn se sacrificd y se midieron el peso y el nimero de células de su timo.
Ademas, se llevé a cabo un ensayo de linfocitos en subgrupos utilizando las células obtenidas. Los resultados se
muestran en la Tabla 2 y la Tabla 3. El ensayo se llevd a cabo utilizando 5 ratones por 1 lote, y sus valores se
mostraron por un valor medio. En el lote tratado con hidrocloruro de ALA, el peso del timo, que esta estrechamente
relacionado con la funciéon inmunolégica, habia aumentado tanto en los casos de machos como de hembras, y el
numero de células también se habia incrementado significativamente en comparacion con el lote no tratado (Tabla
2). Asimismo, puesto que las células CD4-CD8+ se habian incrementado en el lote tratado con ALA basandose en el
ensayo de subgrupos, se confirmé que las células T citotoxicas aumentan después de su futura diferenciacion, de
manera que se demostré su capacidad mejoradora de la funcion inmunoldgica (Tabla 3). Ademas, en la Fig. 1 se
muestran fotografias del timo del lote no tratado (lote sin administracion) y del timo del lote tratado con ALA (lote
tratado con ALA).

Tabla 2

Timo (g) | Numero de células
& No tratados 0,021 9,6 x 10°
& Tratados con ALA 0,034 22,0 x 10°
@ No tratados 0,026 40,0 x 10°

@ Tratados con ALA 0,044 49,9 x 10°
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Tabla 3
CD4-CD8+ (%)
& No tratados 4,36
& Tratados con ALA |5,55
@ No tratados 3,00
Q Tratados con ALA (3,25

Ejemplo adicional 3

Se inyectaron en ratones (35 a 45 semanas de edad, BALB/cAJc1) criados previamente durante 1 semana 10 mg de
hidrocloruro de ALA por 1 kg de peso de peso corporal de raton una vez al dia durante 7 dias de manera continuada.
El hidrocloruro de ALA se ajusté a una concentracion de 0,5 g/ml con agua destilada y se administré oralmente a los
ratones. Después del ensayo, cada raton se sacrificé y el timo del ratén se recogid para medir la actividad
superoxido dismutasa (SOD) de su tejido. Al timo recogido se le afiadieron, 1,0 ml de sacarosa 0,25 M, y la mezcla
se homogeneizd y a continuacién se centrifugd a 10.000 G durante 10 minutos, y la soluciéon de sobrenadante
resultante se utilizé como solucién de enzima. La medicién se llevé a cabo utilizando un reactivo de emision para la
medicion de la capacidad antioxidante, MPEC (2-metil-6-p-metoxifeniletinilimidazopirazinona) (fabricado por Atto
Corp.). Esto es, se dispensaron 250 pl de una solucién de reaccién que contenia 125 ul de tampén fosfato de sodio
0,1 M (pH 7,5), 10 pl del liquido enzimatico, 60 ul de xantina oxidasa de 0,1 unidades/ml, 45 pl de agua destilada y
10 yl de MPEC 0,3 mM en Luminescencer-PSN (fabricado por Atto Corp.), se afiadieron 50 ul de hipoxantina 0,72
mM (pH 7,5) para la emision. Para el calculo de la razén de inhibicién de la emision, se utilizé el tampdn en lugar del
liquido enzimatico. Para el calculo, se prepard una curva de calibracion utilizando SOD convencional, y el calculo de
la concentracion se llevé a cabo utilizando esto.

Ademas, también se midio la actividad glutationa peroxidasa (GPx). Después de mantener 0,6 ml de una mezcla de
reaccion (que contenia tampon fosfato de K 0,05 M (pH 7,0), NaN3 1 mM, EDTA 1 mM y GSH 4 mM) a 37°C, se
afadieron 0,1 ml de H>O»> 2 mM y 50 pl de la soluciéon de enzima a la célula de un espectrofotometro y el volumen
total se ajusté a 1 ml, y se llevo a cabo el barrido directamente por medio del espectrofotémetro durante 2 minutos
(20 mm/min) a una longitud de onda de 340 nm (DO a 340 nm).

El calculo se llevd a cabo por medio de la siguiente formula utilizando el coeficiente de extincion molecular de
NADPH de a = 6,3 cm?umol, calculando la pendiente de la recta ADO (ADO = Acm (cantidad de cambio del eje y) x
DO Max/cm totales) del diagrama.

Actividad GPx = V/adv x ADO/At

(V es el volumen de la solucién de reaccion, d = trayectoria de la luz = 1 cm, v = cantidad de la enzima, At = cantidad
de cambio del tiempo en minutos)

El ensayo se llevd a cabo utilizando 5 ratones macho y 5 hembra, un total de 10 animales, para cada lote, y los
valores se mostraron por el valor medio. Los resultados se muestran en la Tabla 4. Se confirmé que la actividad
SOD o la actividad GPx mejoran en ambos casos de machos y hembras en el lote tratado con ALA.

Tabla 4
Actividad SOD (U/ml) | Actividad SOD total (U/6rgano) | Actividad GPx (U/ml)
Lote no tratado & 19,2 9,39 0,37
Lote con ALA 3 |20,2 20,95 0,61
Lote no tratado & 25,9 26,81 0,59
Lote con ALA 3 |30,7 31,84 0,67

Ejemplo adicional 4

Se inyectaron en ratones (35 a 45 semanas de edad, BALB/cAJc1) criados de manera preliminar durante 1 semana
10 mg de hidrocloruro de ALA por 1 kg de peso corporal de raton una vez al dia durante 7 dias de manera
continuada. El hidrocloruro de ALA se ajustd a una concentracion de 0,5 g/ml con agua destilada y se administré
oralmente a los ratones. Después del ensayo, el raton se colocd en una jaula de 20 cm x 20 cm de area de suelo, y
se midié su distancia de migracion durante 5 minutos. El ensayo se llevé a cabo utilizando 5 ratones macho y 5
hembra, un total de 10 animales, para cada lote, y los valores se mostraron mediante el valor medio. Los resultados
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se muestran en la Tabla 5. Se confirmd que la distancia de migracion era grande y que la capacidad de locomocion
mejoraba tanto en los casos de machos como de hembras en el lote tratado con ALA. Ademas, no se observaron
sintomas tales como estimulacién y acciéon andémalas en los ratones tratados con ALA durante el ensayo.

Tabla 5
Cantidad de ejercicio (m)

Lote no tratado & |15
Lote con ALA S 41
Lote no tratado @ |9
Lote con ALAQ 25,5

Ejemplo adicional 5

Se inyectaron en ratones (35 a 45 semanas de edad, BALB/cAJc1) criados de manera preliminar durante 1 semana
10 mg de hidrocloruro de ALA por 1 kg de peso corporal de raton una vez al dia durante 7 dias de manera
continuada. El hidrocloruro de ALA se ajustd a una concentracion de 0,5 g/ml con agua destilada y se administré
oralmente a los ratones. Después del ensayo, cada raton se sacrifico para recoger la sangre del ratén, y se midieron
la actividad ALA deshidratasa (ALAD) (la actividad de ALA en la cual es dimerizada y de ese modo forma
porfobilindgeno (en adelante referido como "PBG") como una molécula de sustancia pirrdlica) y la actividad
porfobilinbgeno desaminasa (PBGD) (la actividad que convierte PBG en hidroximetilbilano) por 1 ml de sangre. La
ruta en la cual la ALA forma PBG y la ruta en la cual PBG se convierte en hidroximetilbilano son parte de la
importante ruta de sintesis de hemo. A 0,02 ml de sangre completa de ratén tratada con heparina, se afadieron 0,33
ml de agua destilada, la mezcla se ajusté a un volumen total de 0,5 ml afiadiendo a esta 0,05 ml de tampén fosfato
de Na 0,5 M (pH 6,4), 0,05 ml de DTT 0,1 M (que contenia ZnSO4 1 mM) y 0,05 ml de hidrocloruro de ALA 50 mM y
se mantuvo a 37°C durante 30 minutos, la reaccion se detuvo mediante la adicién de 0,5 ml de acido tricloroacético
1 M, y después se afiadié reactivo de Ehrlich al sobrenadante tras la centrifugacion a 3000 rpm en el mismo
volumen, y exactamente 10 minutos después, se midi6 la absorbancia a 553 nm, que es una absorbancia
caracteristica del compuesto formado por la reaccion del reactivo de Ehrlich con PBG, (DO) utilizando un
espectrofotometro.

El calculo se llevd a cabo de la siguiente manera utilizando el coeficiente de extincion molar 61000 del producto de
reaccion PBG obtenido por la actividad ALAD. EIl tiempo de reaccion de 0 minutos se utilizé como planco (DOy).

Actividad ALAD
=1 M x (DO - DO,)/61000 x 2/1000 x 1/0,02 x 1 mol PBG/Ht/h
= 1,639 x (DO - DOg)/Ht pmol PBG/mI RBC/h

(Ht representa el valor de hematocrito, RBC representa eritrocitos y h representa el tiempo)

Ademas, la actividad RBGD se midié de la siguiente manera. A 0,02 ml de sangre completa de ratén tratada con
heparina, se le afiadieron 0,38 ml de agua destilada, a esto se le afiadieron adicionalmente 0,05 ml de PBG 0,6 mM
(que contenia tampon fosfato de Na 0,38 M (pH 7,8)), y a continuacion la mezcla se mantuvo a 37°C durante 30
minutos. La reaccion se detuvo afiadiendo 0,05 ml de acido tricloroacético 5 M (que contenia yodo al 0,8%), y a
continuacion se sometio directamente el sobrenadante después de la centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos a
la medicién de la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 405 nm y una longitud de onda
de fluorescencia de 597 nm, utilizando un espectrofluorémetro.

El calculo se llevé a cabo mediante el calculo proporcional utilizando el isémero tipo | de la uroporfirina (URO) que es
una sustancia patrén del uroporfirinégeno | de tipo oxidacion.

Esto es,

FU (intensidad de fluorescencia de Em = 597 nm)

= 139 cuando al sustancia patréon 0,536 nmoles URO/mI

por consiguiente,

actividad RBGD

=0,536/139 x 0,5/0,02 x 2 x FU/Ht/h

= 0,192 x FU/Ht nmoles URO/mI RBC/h

(Ht representa valor de hematocrito, RBC representa eritrocito y h representa tiempo)

En ensayo se llevd a cabo utilizando 5 ratones macho por lote, y los valores se mostraron mediante el valor medio.
Los resultados se muestran en la Tabla 6. Se confirmé que la actividad ALAD y la actividad PBGD mejoran en el lote
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tratado con ALA.
Tabla 6
Actividad ALAD (umoles PBG/mI RBC/h) | Actividad PBGD (nmoles URO/mI RBC/h)
Lote no tratado & | 1,28 55,71
Lote con ALA S 1,76 67,36

Como se ha descrito anteriormente, se encontré que las actividades de la ruta de sintesis de hemo (actividad ALAD
y actividad PBGD) que constituye las proteinas hemo como importantes factores del sistema respiratorio de
transporte de electrones mejoran cuando se trata con ALA. De este modo, se considerd que el ciclo del acido citrico
(ciclo TCA) que porta el metabolismo energético al organismo del animal era activado por la activacion de esta ruta,
y de ese modo mejoraba la funcién de ejercicio.

Ejemplo adicional 6

Se inyectaron ratones (35 a 45 semanas de edad, BALB/cAJc1) criados de manera preliminar durante 1 semana con
10 mg de hidrocloruro de ALA por 1 kg de peso corporal de raton una vez al dia durante 7 dias de manera
continuada. El hidrocloruro de ALA se ajustd a una concentracion de 0,5 g/ml con agua destilada y se administré
oralmente a los ratones. El ratén se colocé en un dispositivo giratorio para medir la cantidad de ejercicio (cesta de
rotacion: 200 mm de diametro x 50 mm de ancho, cesta de elevacion: W 90 mm x D 220 mm x H 90 mm, fabricado
por Shinano Seisakusho) y se midi6 el nimero de rotaciones en 16 horas antes y después del ensayo. El ensayo se
llevé a cabo utilizando 1 raton por dispositivo giratorio de medicién de la cantidad de ejercicio, y se llevd a cabo en
ratones hembra utilizando 5 animales no tratados y 5 animales tratados con ALA como lote 1, y los valores se
mostraron mediante el valor medio. Los resultados se muestran en la Tabla 7. Se confirmé que la cantidad de
rotacion era grande y que la capacidad de ejercicio habia mejorado en el lote tratado con ALA.

Tabla 7
Antes del ensayo Después del ensayo Razén de incremento
Numgro de Distancia (m) Numgro de Distancia (m) 2:;28 o (}2/ )despues ael
rotaciones rotaciones yo (7o
No tratado & 10505 6597 11829 7429 113
Tratado con ALA &' | 11297 7095 14155 8889 125

Ejemplo adicional 7

Se adquirieron un total de 120 animales (60 animales para cada uno de los machos y las hembras) de
aproximadamente 4 semanas de edad de ratones ddY-N producidos por Nippon lkagaku Dobutsu Shizai Kenkyusho
Co., Ltd. y se sometieron a 1 semana de examen médico para confirmar que su estado de salud era normal, y a
continuacion se utilizaron en el ensayo. Los lotes de ensayo se ajustaron a un total de 4 lotes con un lote de control
en el cual se administr6 agua destilada para inyectables en el estdmago utilizando una sonda gastrica a una razén
de 10 ml por 1 kg de peso corporal del ratdon que se va a someter a ensayo durante 28 dias seguidos, y 3 lotes de
ensayo a los cuales se administré hidrocloruro de ALA de la misma manera a razones respectivas de 5 mg, 10 mg
and 25 mg por 1 kg de peso corporal del raton que se iba a someter a ensayo. Los ratones que se iban a someter a
ensayo se dividieron en 12 grupos, incluyendo un 1 grupo 5 machos o hembras, de tal manera que el peso corporal
medio de cada grupo fuera casi uniforme, y se adjudicaron 3 grupos de machos o hembras a cada lote y se criaron
durante 28 dias. Los ratones que se iban a someter a ensayo se criaron para cada grupo utilizando una serie de
cinco jaulas de acero inoxidable dispuestas en una camara de cria ajustada a una temperatura ambiente de 23,0 +
2,0°C y un tiempo de irradiacion de 12 horas/dia. La ganancia de peso corporal se calculé midiendo el peso corporal
individual a intervalos de 1 semana desde el inicio del ensayo.

Como resultado, como se muestra por medio de las curvas de crecimiento (promedios de machos y hembras, Fig. 2)
durante el periodo de ensayo, el lote al que se habian administrado 10 mg/kg mostré un crecimiento superior que los
otros 3 lotes, y cuando se combind con los resultados del Ejemplo 6, la funcion de ejercicio mejord y también se
encontré un efecto de ganancia de peso, de manera que se encontré que éste es Util como agente mejorador de la
funcion de salud.

Con respecto a esto, no se encontré un estado de salud anormal en los grupos tratados con ALA.

Ejemplo adicional 8
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Se adquirieron lechones LW-D producidos el mismo dia en pocilgas 3 veces, 14 animales cada vez (7 animales
castrados y 7 hembras), y se sometieron a crianza preliminar durante 9 a 12 dias para confirmar que su estado de
salud era normal, y a continuacion se seleccionaron 12 animales (6 animales castrados y 6 hembras) cada vez y se
utilizaron en el ensayo. Los lotes de ensayo se ajustaron a un total de 3 lotes con 1 lote de control en el cual se
afiadia un alimento de control (Tabla 8) sin afadir hidrocloruro de ALA, y 2 lotes de ensayo en los cuales se
afadieron 10 ppm o 50 ppm de hidrocloruro de ALA al alimento y se suministraron. Los lechones que se iban a
someter a ensayo se dividieron en 3 grupos, incluyendo cada grupo 4 animales (cada uno con 2 animales castrados
y 2 hembras), de tal manera que la distribucion del peso corporal fuera casi uniforme, y se adjudicé 1 grupo a cada
lote y se cri6 durante 6 semanas. La pocilga utilizada en el ensayo fue una pocilga de tipo abierto en la cual una
camara para cerdo de suelo de hormigon de 1,8 x 2,7 m se dispuso en una hilera de 14 camaras, y la alimentacion
del grupo se llevo a cabo utilizando camaras de 3 cerdos contiguas para cada bloque. Se utilizé paja de arroz como
lecho. Se dispuso una caja que conservaba el calor en cada camara de cerdo durante 3 semanas después del inicio
del ensayo. El alimento y el agua de bebida se proporcionaron constantemente. La ganancia de peso corporal se
calculé midiendo el peso corporal individual a intervalos de 1 semana desde el inicio del ensayo. Los resultados se
muestran en la Tabla 8.

Como resultado, como se muestra por medio de curvas de crecimiento (promedio de animales castrados o hembras,
Fig. 3) durante el periodo de ensayo, los lotes con adicion de 10 ppm y 50 ppm mostraron un crecimiento superior
que el lote de control, y cuando se combinaron con los resultados del Ejemplo 6, la funcidon de ejercicio mejoré y
también se encontré un efecto de ganancia de peso, de manera que se enconiré que esto era util como agente
mejorador de la funcion de salud.

Con respecto a esto, no se encontré un estado de salud anormal en los grupos tratados con ALA.
Tabla 8

Razén de mezcla de alimento de control (%)

Materiales Razén de mezcla | Materiales Razén de mezcla
Maiz 50,60 Fosfato de calcio sec. |0,05
Harina de trigo 19,00 Cloruro de sodio 0,20
Torta de judias 5,00 Vitaminas grupo B" 0,10
Harina de pescado 1,50 Vitaminas ADE® 0,10
Leche en polvo desnatada | 5,00 Minerales vestigiales” 0,10
Proteina de soja conc. 9,00 Hidrocloruro de L-lisina | 0,46
Glucosa 5,00 L-triptéfano 0,04
Aceites y grasas en polvo 2,00 L-treonina 0,10
Carbonato de calcio 0,75

Total 100,00
Composicion®

CP (%) 18,7 Leu 1,86
DE (Mcal/kg) 3,49 Lys eficaz 0,99
Ca (%) 0,69 Met + Cys eficaz 0,68
NpP (%) 0,37 Phe + Tyr 1,43
Arg 0,93 Thr eficaz 0,65
His 0,48 Trp 0,22
lle 0,64 Val 0,83

Nota 1) En 1 kg; nitrato de tiamina 1,0, riboflavina 7,0, hidrocloruro de piridoxina 0,5,
amiduro de acido nicotinico 6,0, D-pantotenato de calcio 10,9, cloruro de colina 57,6
Nota 2) En 1 g, vitamina A 10.000 Ul, vitamina D 32.000 Ul, acetato de dl-a-tocoferol 10
mg

Nota 3) En 1 kg, Mn 50 g, Fe 50 g, Cu10g,Zn60g,11g

Nota 4) La composiciéon de componentes es el valor calculado
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Ejemplo adicional 9

Se adquirieron un total de 300 pollitos, 150 pollitos hembra y 150 macho, respectivamente, de pollitos primarios para
engorde (Chunky). Tras la adquisicion, se excluyeron los pollitos que tenian anomalias (debilidad o enanismo), y el
resto se equiparon con cintas en las alas para la identificacion individual y se midieron individualmente sus pesos
corporales. Como se muestra en la Tabla 10, las hembras o machos se dividieron en 3 grupos (45 pollitos o mas por
grupo) basandose en sus pesos corporales, y adjudicaron a 3 grupos, cada uno con 15 pollitos, al azar en cada
grupo. Utilizando 15 pollitos hembra o macho (30 pollitos en total) como grupo 1, se pusieron en una rejilla para
pollos dispuesta en un cobertizo de tipo cerrado, y se calentaron disponiendo una lampara de rayos infrarrojos para
uso animal. La rejilla para pollos se amplid simultaneamente al crecimiento de los pollitos. Se suministraron
constantemente alimento y agua para beber. Los grupos de ensayo se ajustaron a un total de 3 grupos que
contenian el grupo de control, en el cual se utilizé un alimento de control (se utilizdé un alimento de ensayo
convencional SDB Num. 1 desde que eran recién nacidos hasta las 3 semanas de edad, o un alimento de ensayo
convencional SDB Num. 2 desde las 3 semanas de edad a las 7 semanas de edad, (ambos fabricados por Nippon
Formula Feed Mfg Co., Ltd., Tabla 9) sin afiadir hidrocloruro de ALA, y 2 grupos de ensayo, un grupo tratado con 10
ppm de ALA y un grupo tratado con 50 ppm de ALA en los que se afiaden 10 ppm o 50 ppm de hidrocloruro de ALA
al alimento y se suministran, y se dispusieron 3 lotes de repeticion para cada grupo. El nimero de pollitos que se iba
a someter a ensayo en cada grupo de ensayo fue el mostrado en la Tabla 10. El periodo de ensayo se ajusté a 7
semanas (7 semanas de edad) desde el momento del nacimiento (inicio del suministro del alimento), y se midio el
peso corporal total de las hembras y los machos para cada lote de repeticion en el momento del nacimiento y a
intervalos de 1 semana después de eso. Ademas, se recogieron aproximadamente 2 ml de sangre de la vena
braquial (vena basilica) de cada uno de los 18 pollitos (3 pollitos hembra o macho/repeticiéon) de cada grupo a las 3
semanas de edad y 7 semanas de edad, y aproximadamente 1,5 ml de la misma se sometieron a tratamiento de
prevencion de la coagulacién utilizando heparina-sal de litio y a continuacion se separd el plasma sanguineo para
examinar LDH, GOT (AST), y-GTP, ALP, proteina total, albumina, globulina, colesterol total, triglicéridos, glucosa,
acido urico, bilirrubina total, acido urico, creatinina, calcio y fésforo inorganico. Los resultados se muestran en las
Tablas 11 y 12. Como resultado, respecto al peso corporal (promedio de hembras o machos) durante el periodo de
ensayo, no se encontré diferencia en el peso corporal desde el momento del nacimiento a las 3 semanas de edad
entre los grupos de ensayo como se muestra en la Tabla 11, pero el peso corporal a las 3 semanas de edad y
después en el grupo tratado con 10 ppm de ALA y el grupo tratado con 50 ppm de ALA fue mayor que en el grupo
de control. Ademas, como resultado del analisis de sangre, como se muestra en la Tabla 12, se encontr6é que la y-
GTP (gamma glutamil transpeptidasa) disminuy6 en el grupo tratado con 10 ppm de ALA y en el grupo tratado con
50 ppm de ALA en comparacion con el grupo de control, de manera que se encontré6 que ALA tiene un efecto
mejorador de la funcién del higado y por lo tanto es util como agente mejorador de la funcién de salud.

En este aspecto, como en los grupos tratados con ALA, no se observé ninguna anomalia en las condiciones
generales durante el periodo de ensayo, y no se encontré ninguna anomalia referente a la razon de cria y a los
descubrimientos de la autopsia patolégica que se considerara que se debiera a esta adicion.

Tabla 9

Materiales y componentes generales del alimento sometido a ensayo
Componentes SDB Num. 1 SDB Num. 2

(neonato a 3 semanas de edad) | (3 a 7 semanas de edad)
Proteina bruta (%) 23,8 20,0
Grasa bruta (%) 5,8 6,8
Fibra bruta (%) 2,5 2,6
Ceniza bruta (%) 5,2 5,0
Calcio (%) 1,04 1,02
Fosforo (%) 0,73 0,73
Energia total (Mcal/kg) 4,14 4,13
Energia metabolizable (Mcal/kg) |3,07 3,16

Materiales: maiz, harina de Hokuyo, torta de aceite de soja, harina de trigo, harina de alfalfa, vitaminas,
minerales, aminoacidos

11



10

15

ES 2459366 T3

Tabla 10
Configuracion de los grupos de ensayo

Grupos de ensayo |Numero de pollitos sometidos a ensayo

Grupo de control 30 pollitos (15 pollitos hembra o macho) x 3 lotes de repeticion, 90 pollitos en total
Grupo ALA 10 ppm |30 pollitos (15 pollitos hembra o macho) x 3 lotes de repeticion, 90 pollitos en total
Grupo ALA 50 ppm |30 pollitos (15 pollitos hembra o macho) x 3 lotes de repeticion, 90 pollitos en total
Total 270 pollitos

Tabla 11
Resultados de la medicion del peso corporal
Crecimiento (g) Neonato |1 semana |2 semanas |3 semanas |4 semanas |5 semanas |6 semanas |7 semanas
Grupo de control  |37,8 169,2 439,6 802,6 1367,4 2008,1 2703,5 3301,7
Grupo ALA 10 ppm (37,8 166,3 442,0 817,2 1402,7 2063,9 2736,4 3420,9
Grupo ALA 50 ppm (37,7 169,1 436,8 807,7 1400,8 2036,7 2731,5 3403,3
Tabla 12
Resultados de la medicion de y-GTP
y-GTP (1U/) 3 semanas de edad | 7 semanas de edad
Grupo de control 30,7 33,3
Grupo ALA 10 ppm (29,7 29,7
Grupo ALA 50 ppm |30,0 32,7

Aplicabilidad industrial
De acuerdo con la presente invencion, se puede mejorar la funcién de salud de un animal cuya funcién de salud se

ha reducido, tal como un animal, incluyendo seres humanos, cuya funcion se salud se ha reducido acompafada de
envejecimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente para su uso en un método para mejorar la funcién inmunoldgica en animales, incluyendo seres
humanos, en donde los animales incluyendo seres humanos tienen una funcién inmunoldgica disminuida debido a la
edad avanzada, y en donde el agente comprende un compuesto seleccionado entre un d-aminoacido, un derivado
del mismo y una sal del mismo, en donde el & -aminoacido es un compuesto representado por la siguiente férmula (1)

R'-NHCH,COCH,CH,COOR? )

en donde R' representa un atomo de hidrégeno; y R? representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo que tiene
de 1 a 7 atomos de carbono.

2. El agente de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso en el método de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde el método es para mejorar el crecimiento de las células del timo.

3. El agente de acuerdo con la reivindicacién 1, para su uso en un método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en
donde el agente es un agente para la administracion oral, inyectable, oftalmica, supositorios, fomentos, parches,
aerosol, tubarica o entérica.

4. El agente de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso en un método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en
donde el agente es un alimento o bebida.

5. El agente de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso en un método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 6 2, en
donde el agente es ingerido en una cantidad de 0,001 a 1000 mg por peso corporal por dia.

6. El agente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3 a 5, para su uso en un método de acuerdo
con la reivindicacion 1 6 2, en donde el agente comprende al menos un mineral.

7. El agente de acuerdo con la reivindicacién 6, para su uso en un método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en
donde el al menos un mineral se selecciona del grupo que consiste en hierro, cobre, selenio, cinc y manganeso.
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FIG. 1

TIMO DE GRUPO SIN ADMINISTRACION TIMO DE GRUPO AL QUE SE ADMINISTRA ALA
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FIG. 2
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