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DESCRIPCION
Tratamiento y prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere al campo del tratamiento y la prevencion de condiciones debidas al estrés oxidativo
y a la resistencia hormonal. Preferiblemente, estan dentro de los objetivos la resistencia a la insulina, la resistencia a
la eritropoyetina y la resistencia a la acetilcolina. La invencion también se refiere al campo del uso de aminoacidos,
en particular, p-L-Tirosina y sus precursores como un medicamento o una composicion o formulacién en la
prevencion o el tratamiento de dichas condiciones.

Antecedentes de la técnica

El tejido adiposo es un érgano activo endocrino y paracrino que influye no solo en la homeostasis del peso corporal
sino que también desempefia una funcién importante en la inflamacién, que induce el estrés oxidativo (EO)
conduciendo, por ejemplo, a la resistencia a la insulina y a la diabetes mellitus (lozzo 2009, Houstis 2006). EI EO
conduce a un desequilibrio entre especies de oxigeno reactivas (ERO) y la capacidad de defensa antioxidante. Las
ERO implican, entre otros, al radical anion superoxido (-O7’), peréxido de hidrégeno (H20-) y al radical libre hidroxilo
(-OH). El -OH puede formarse, por ejemplo, en la reaccion de Fenton en presencia de metales de transicion. Se
sabe que el estrés oxidativo (EO) tiene un efecto negativo en las macromoléculas; por ejemplo, OH es capaz de
convertir a la L-fenilalanina (Phe) en meta-tirosina (m-Tyr) y orto-tirosina (o-Tyr) (Huggins 1993), isdmeros del
aminoacido natural para-tirosina (p-Tyr). Esta reaccidon puede llevarse a cabo en restos Phe dentro de las cadenas
polipeptidicas proteinicas, aunque también en aminoacidos unidos a no proteinas (Galano 2008). Debido a que m-
Tyr y o-Tyr son moléculas estables y aunque estan ausentes de las proteinas normales, han servido como
marcadores utiles del estrés de radicales -OH (Gurer-Orhan 2006).

Normalmente se sugiere que las enfermedades relacionadas con EO se tratan y/o se previenen con antioxidantes
directos, como el acido ascorbico, tocoferoles, carotenoides y polifenoles (Pokomy 2001). Una intervencion
terapéutica mediante la administracion de la especie antioxidante resveratrol podria conducir a una reduccién en la
resistencia a la insulina (HOMAR) (Brasnyé 2011). De forma alternativa, se administran agentes que aumentan los
niveles de antioxidantes intracelulares, como glutationa (documento US2009/0017002A1). Tipicamente, estos
intentos fueron mayormente ineficaces y la mayor parte de los estudios clinicos no confirmaron las asunciones
anteriores. Sin embargo, los datos previos del grupo de trabajo de los investigadores mostraron que el resveratrol es
capaz de mejorar la resistencia a la insulina, disminuyendo la excrecion urinaria de o-Tyr (Brasny6 2011).

Los presentes inventores no conocen ninguna informacion de la técnica anterior sobre el uso de para-L-Tirosina
(también denominada en este documento para-Tirosina, p-Tyr o Tyr, en abreviaturas), sus derivados, precursores o
compuestos relacionados en el tratamiento de enfermedades debidas o inducidas por EO.

El documento US2010/0172916A1 proporciona una revision de usos médicos de meta- o para-Tirosina y meta- o
para-Tiramina. La tirosina, al ser un precursor de neurotransmisor, es ampliamente usada como suplemento
dietético.

El documento US 7977319 muestra una bebida con alto contenido en fibras que puede comprender, entre otros
aminodcidos, p-Tyr también. No existe indicacion sobre el hecho de que la misma p-Tyr, como agente activo, sea
apropiada para prevenir la enfermedad de la resistencia hormonal.

En el documento WO 01/13935, se sugiere el tratamiento de la resistencia a la leptina usando, entre otros, p-Tyr,
mediante el aumento del transporte de leptina a través de la barrera sangre-cerebro; por lo que trata asi la obesidad.

El documento US 2008/0090832 muestra el tratamiento de hiperfenilalaninamia mediante la administracion de
tetrahidrobiopterina a un sujeto. La p-Tyr es mencionada solo como un suplemento dietético de aminoacidos y no
como agente activo.

Reinstein et al. (Reinstein 1985) proponen el uso de tirosina dietética en condiciones con reducciones en niveles de
estrés hormonal.

Hao et al. sugieren que la tirosina podria ser una terapia potencial para problemas cognitivos y de dnimo asociados
al mantenimiento de un menor peso corporal en el tratamiento de la obesidad y en el caso extremo de la anorexia
nerviosa (Hao 2001). Con respecto a esto, se ha publicado que la tirosina puede reducir el apetito en sujetos
susceptibles (Moller 1995); por ejemplo, afectando al hipotalamo, un érea del cerebro implicada en la regulacion del
apetito (Fernstrom 2001).

Los presentes inventores han encontrado inesperadamente que aunque m-Tyr y o-Tyr, formados bajo condiciones
de estrés oxidativo, inhiben la fosforilacion de proteinas en la ruta P13-K/Akt (fosfatidil-inositol-3 quinasa/proteina
quinasa B), p-Tyr puede revertir este proceso.
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Los presentes inventores también han encontrado que p-Tyr es Util para revertir la resistencia hormonal desarrollada
debido a la formacién de orto-Tyr y/o m-Tyr en las células debida a EO y la incorporacion de estos aminoacidos en
proteinas del receptor de dicha hormona o proteinas de sefializacion de la respectiva ruta de transduccion de seial.
En realizaciones preferidas, p-Tyr es util para revertir la resistencia a la insulina y/o la resistencia a la eritropoyetina
(EPO) y/o la resistencia a la acetilcolina.

Ademas, los presentes inventores han reconocido que p-Tyr es util en el tratamiento de enfermedades de resistencia
hormonal mediadas o inducidas por estrés oxidativo, siendo seleccionada dicha enfermedad de resistencia hormonal
del grupo de enfermedades, condiciones o sindromes de obesidad, IGT (intolerancia a la glucosa), sindrome
metabolico, diabetes mellitus tipo 2, hipertension, resistencia a la insulina; estrés oxidativo en células del tejido
adiposo/grasa, anemia, anemia crénica, isquemia, enfermedades vasculares, enfermedad renal crénica (ERC),
enfermedad crénica cardiaca (ECC), estrés oxidativo del rifidn, apnea obstructiva del suefio (OSAS) (u otras
enfermedades relacionadas con la ruta (de sefializacién) de la insulina o eritropoyetina o acetil-colina).

Breve descripcion de lainvencion

La presente invencion se refiere a un compuesto seleccionado a partir de para-L-Tirosina (p-Tyr) y p-OH-fenil-
piruvato o sus sales farmacéuticamente aceptables, para uso en un sujeto en la prevencién, la mejora o el
tratamiento de una condicidon debido a resistencia hormonal (o enfermedad de resistencia hormonal) inducida por
estrés oxidativo, en donde dicho p-OH-fenil-piruvato se metaboliza en p-Tyr en dicho sujeto.

En una realizacion preferida, el sujeto muestra o se caracteriza por un estado de estrés oxidativo, preferiblemente un
estrés oxidativo croénico, preferiblemente un dafio de radicales hidroxilo en fenilalanina (Phe). Preferiblemente, al
menos un marcador de estrés oxidativo estd aumentado en dicho paciente, preferiblemente en una muestra
biologica obtenida de dicho paciente. Opcionalmente, el nivel urinario de m-Tyr y o-Tyr puede considerarse como un
marcador especifico del dafio del radical hidroxilo en Phe. Ademas, puede considerarse como un marcador indirecto
de estrés oxidativo un nivel alto o aumentado de proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hsCRP) en un fluido
corporal de dicho paciente, en donde el fluido corporal es suero o plasma.

En una realizacion preferida, dicha resistencia hormonal es la resistencia a la insulina.
En una realizacién preferida, dicha resistencia hormonal es la resistencia a la eritropoyetina.
En otra realizacion preferida, dicha resistencia hormonal es la resistencia a la acetilcolina.

Preferiblemente, dicha condicion se selecciona a partir de obesidad, IGT (intolerancia a la glucosa), sindrome
metabdlico, diabetes mellitus tipo 2, hipertension, resistencia a la insulina, resistencia a la eritropoyetina, resistencia
a la acetilcolina, estrés oxidativo en células del tejido adiposo/grasa, anemia, anemia cronica, isquemia,
enfermedades vasculares, enfermedad renal crénica (ERC), enfermedad crénica cardiaca (ECC), estrés oxidativo
del rifidn, apnea obstructiva del suefio (OSAS) u otras enfermedades derivadas de la ruta (de sefializacién) de la
insulina o eritropoyetina o acetilcolina).

Muy preferiblemente, la condicion se selecciona de hipertension, anemia; por ejemplo, anemia crénica,
enfermedades vasculares, enfermedad crénica cardiaca (ECC), incluso mas preferiblemente la condicién es
hipertension o anemia. Muy preferiblemente, la condicion es una enfermedad renal; por ejemplo, enfermedad renal
cronica (ERC) o estrés oxidativo del rifidn.

En una realizacién preferida, la resistencia hormonal esta inducida por estrés oxidativo via la formacién de o-Tyr y/o
m-Tyr y opcionalmente via la incorporacién de dicho o-Tyr y/o m-Tyr en proteinas celulares, preferiblemente en al
menos una proteina celular de la ruta de sefalizacién intracelular de una hormona en cuya resistencia dicha
condicion esta relacionada.

Preferiblemente, la resistencia hormonal es diferente de la resistencia a la leptina. En otra realizacién preferida, se
excluyen del alcance de la presente invencion patologias resistentes a la insulina que son debidas a una inhibicién o
bloqueo del transporte de leptina a través de la barrera sangre-cerebro. En particular, en una realizacion preferida,
se excluye la resistencia a la insulina y/o diabetes mellitus tipo 2 y/o la obesidad debidas, inducidas o mediadas por
la resistencia a la leptina. Este alcance de soluciones puede evaluarse o definirse midiendo el nivel de leptina en el
suero de dichos pacientes. Tipicamente, los pacientes con resistencia a la leptina tienen un elevado nivel de leptina
en suero.

En otra realizacion preferida, se excluyen del alcance de la presente invencién composiciones y regimenes
dietéticos en donde p-Tyr se usa como suplemento dietético de aminoacidos y no como agente activo.

Preferiblemente, la resistencia hormonal esta inducida por el estrés oxidativo via la modificacion de restos de tirosina
de al menos una proteina celular de la ruta de sefalizacién intracelular de una hormona de cuya resistencia dicha
condicién esta relacionada, inhibiendo por medio de esto la fosforilacién de tirosina o por dicha proteina.
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Mas preferiblemente, dicha al menos una proteina se selecciona a partir de proteinas de la ruta de absorcion de
glucosa y/o vasodilatacion de la ruta de sefalizacién de la insulina; y/o proteinas de la ruta de generacion
neuroprotectora, neuroprotectora de fosfatidilinositol y/o de eritrocito de la ruta de sefalizacidn de eritropoyetina; y/o
proteinas de la ruta de fosfatidilinositol 3-quinasa(PI3K)/AKT. Mas preferiblemente, dicha al menos una proteina se
selecciona a partir de la parte intracelular de un receptor de dicha hormona, receptor de insulina, IRS |, IRS2, PD3K,
PDK1, AKT y GLUT4.

En una realizacion preferida, la hormona actua via la ruta de fosfatidilinositol 3-quinasa(PI3K)/AKT.

En otra realizacion, la prevencion, la mejora o el tratamiento de dicha condicién comprende, consiste o es parte de
un régimen (personalizado) o programa de administracion dirigido a dicho sujeto.

En una realizacién preferida, el paciente que se trata de acuerdo con la invencion es un paciente expuesto a estrés
oxidativo o un paciente que esta en un estado de estrés oxidativo. Preferiblemente, el estrés oxidativo es estrés
oxidativo cronico. Un paciente expuesto a estrés oxidativo, preferiblemente al estrés oxidativo cronico,
preferiblemente debido a una enfermedad de estrés oxidativo ha desarrollado o esta en riesgo de desarrollar una
condicién o trastorno debido a resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo.

Asi, la invencién es preferiblemente aplicable cuando una condiciéon o trastorno, debido a resistencia hormonal
inducida por estrés oxidativo, tiene que prevenirse o mejorarse, preferiblemente prevenirse.

El estado de estrés oxidativo puede mostrarse o diagnosticarse via marcadores del estrés oxidativo.

En una realizacion preferida, el marcador de estrés oxidativo tiene un nivel o una excrecion elevada, por ejemplo,
una excrecion diaria de m-Tyr o o-Tyr en la orina del paciente. Otro marcador del estrés oxidativo es el nivel
anormalmente alto o elevado de proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hsCRP).

Asi, en otra realizacion, la presente invencion se refiere a un compuesto seleccionado de para-L-Tirosina (p-Tyr),
precursor de p-Tyr o sus sales farmacéuticamente aceptables, en donde dicho precursor de p-Tyr se metaboliza en
p-Tyr en dicho sujeto, para uso en un sujeto en la prevencion o mejora, o preferiblemente la prevencion de una
condicion debida a resistencia hormonal, en donde dicho sujeto esta expuesto a estrés oxidativo y/o estrés oxidativo
debido a la formacion de radicales libres de hidroxilo (-OH) o dicho sujeto sufre una enfermedad por estrés oxidativo.
Preferiblemente, el estrés oxidativo es estrés oxidativo cronico y/o la enfermedad por estrés oxidativo es una
enfermedad crénica por estrés oxidativo.

En una realizacion preferida, el sujeto tiene una condicion inflamatoria subclinica. En particular, el sujeto se
caracteriza por un nivel anormalmente alto o elevado de proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hsCRP).

En una realizacion mas preferida, el paciente muestra un elevado nivel o excrecion, por ejemplo, una excrecion
diaria de m-Tyr o o-Tyr en la orina.

Preferiblemente, dicho sujeto es un mamifero, preferiblemente un ser humano.
Dicho compuesto se selecciona de:
- para-L-Tirosina y p-OH-fenil-piruvato.

En una realizacion preferida, dicho compuesto se formula como una composiciéon farmacéutica o un medicamento, o
el compuesto se formula como un suplemento dietético, producto nutracéutico, alimento funcional, alimento o
composicion con una propiedad saludable.

La invencién también se refiere a dicha formulacion, preferiblemente seleccionada de composiciones farmacéuticas,
suplementos dietéticos, productos nutracéuticos, alimentos funcionales, alimentos o composiciones con una
propiedad saludable. Preferiblemente dicha formulaciéon es para uso en el tratamiento de una condicién como se
define anteriormente. Preferiblemente, dicha formulacion esta acompanada de una descripcion del efecto biologico
del compuesto de la invencion y/o indicacion terapéutica y/o tratamiento propuesto de cada uno de ellos como se
describe en este documento.

La formulacion puede formularse para uso oral o uso parenteral. En una realizacion, la formulacion se formula como
una composicién farmacéutica o un medicamento y comprende ademas un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

En una realizaciéon mas, la formulaciéon se formula como un suplemento dietético, suplemento alimenticio, producto
nutracéutico, alimento funcional, alimento o composicién, o uno o mas de estos con una propiedad saludable.

En una realizacion preferida, la formulacion de la invencion comprende al menos una dosis o multiples dosis del
compuesto adecuado para proporcionar una aportacion diaria durante al menos un dia.
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En una realizacion, una dosis individual de dicho compuesto es de al menos 100 mg, 200 mg, 300, mg, 400 mg, 500
mg, 600 mg, 700 mg, 800 mg, 900 mg, 1 g y/o como mucho 10g,7,59,5mg,39g,2,59,29,1849,169g,1549, 1,4
g, 1,39,12g,1,14g,1g, 900 mg, 800 mg, 700 mg, 600 mg, 500 mg, dependiendo de la dosis maxima o minima,
respectivamente.

La invencién proporciona ademas un método para prevenir, mejorar o tratar una condicién relacionada con la
resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo, que comprende administrar un compuesto o una dosis
farmacéuticamente eficaz de un compuesto seleccionado de p-Tyr, precursor de p-Tyr o sus sales
farmacéuticamente aceptables, en donde dicho precursor de p-Tyr se metaboliza en p-Tyr en dicho sujeto.

Preferiblemente, la condicidn es una condicion como se define antes.
Preferiblemente, en el método de la descripcion, el compuesto administrado es un compuesto como se define antes.

Preferiblemente, el sujeto con dicha condicidn para prevenir, mejorar o tratar es un mamifero, preferiblemente un ser
humano.

Preferiblemente, la prevencion, la mejora o el tratamiento de dicha condicién comprende, consiste o es parte de un
régimen (personalizado) o programa de administracion dirigido a dicho sujeto.

En una opcién preferida, el compuesto se administra a un sujeto expuesto a estrés oxidativo y/o estrés oxidativo
debido a la formacion de radicales libres de hidroxilo (-OH) o un sujeto en una enfermedad de estrés oxidativo.
Preferiblemente, el estrés oxidativo es estrés oxidativo cronico y/o la enfermedad por estrés oxidativo es una
enfermedad cronica por estrés oxidativo. En una opcién preferida, el sujeto tiene una condicion inflamatoria
subclinica. En particular, el sujeto se caracteriza por un nivel anormalmente alto o elevado de proteina C-reactiva de
alta sensibilidad (hsCRP). En una opcién mas preferida, el paciente muestra un elevado nivel o excrecién, por
ejemplo, una excrecion diaria de m-Tyr u o-Tyr en la orina.

En una opcion preferida, la aportacion diaria de dicho compuesto es uno, dos o tres veces al dia de una dosis de al
menos 100 mg, 200 mg, 300, mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg, 700 mg, 800 mg, 900 mg, 1 g y/o como mucho 10 g, 7,5
9,5mg,39,259,29,189,169,159,1449,139,1,29g, 1,19, 149, 900 mg, 800 mg, 700 mg, 600 mg, 500 mg.
Si fuera apropiado, pueden aplicarse dosis individuales mayores para una aportacion diaria individual de hasta
30.000 mg con la condicion de que pueda formularse en una unidad de dosificacion individual que pueda
administrarse todavia oralmente y, por ejemplo, que se administre tragada. Preferiblemente, la formulacién de la
invencién se formula en una forma adecuada para la administracion de una dosis que proporciona una toma diaria.

En otra opcion preferida, el nivel en suero de p-Tyr y o-Tyr y m-Tyr se monitorea durante el ajuste del régimen de
administracion de p-Tyr o durante el tratamiento.

En una opcion preferida, la monitorizacién incluye la medida de niveles de p-Tyr y o-Tyr y/o m-Tyr en suero y
urinarios también; preferiblemente, niveles de glucosa en suero e insulina. En una cierta opcion, también se
monitorea la absorcion de p-Tyr y/o la hormona por adipocitos y/o tejido adiposo.

En una opcion preferida del tratamiento para una condicion o enfermedad debida a la resistencia hormonal inducida
por estrés oxidativo:

- p-Tyr o un precursor de p-Tyr se administra a un sujeto caracterizado o predispuesto a una condicién o trastorno
debido a la resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo,

- el nivel de estrés oxidativo se evalua en dicho paciente,

- en donde si el nivel de estrés oxidativo esta por encima de un valor predeterminado, la dosis diaria de p-Tyr o un
precursor de p-Tyr administrado se aumenta en dicho paciente.

Preferiblemente, la administracion se lleva a cabo en un tratamiento continuo o se continua durante al menos 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14 6 15 dias, mas preferiblemente durante al menos un mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses,
al menos 4 meses o al menos durante medio afio o al menos 1 afio o al menos 2 ainos o al menos 3 afios o al menos
5 afios o0 al menos 10 afos o toda la vida.

Dicho compuesto se formula preferiblemente como se define anteriormente.

La invencion también proporciona un uso de un compuesto de acuerdo con la invencién para la preparacion de una
formulacion como se define en este documento para uso en la prevencion, la mejora o el tratamiento de una
condicion como se define en este documento.

Definiciones

Los precursores de para-Tirosina son moléculas que se convierten en para-L-Tirosina en el cuerpo vivo de un
animal, incluyendo seres humanos. Preferiblemente, los precursores de para-L-Tirosina se sintetizan en el cuerpo
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vivo de dicho animal. Muy preferiblemente, de acuerdo con la invencion el precursor de para-Tirosina es el p-OH-
fenil-piruvato, el cetoanalogo de p-Tyr.

Una proteina celular es una proteina que, cuando se expresa en una célula, se localiza dentro de dicha célula o al
lado celular de la membrana de dicha célula, preferiblemente dentro de dicha célula.

La ruta de sefializacion o ruta de transduccion de la sefal o simplemente la ruta, si el contexto lo permite, se usa en
este documento de forma intercambiable y se refiere a un serie de cambios bioquimicos y/o eventos, incluyendo
cambios bioquimicos y/o eventos dentro de la célula en donde dichos cambios y/o eventos esta influidos, catalizados
o afectados por sustancias bioquimicas, por ejemplo, biomoléculas y en donde un receptor de la pared celular recibe
una sefal (preferiblemente una hormona) y transmite esta informacién a la célula y, preferiblemente provoca una
respuesta celular, o se refiere a una parte de este proceso, preferiblemente que comprende al menos dos cambios
bioquimicos y/o eventos o reacciones, que implican preferiblemente al menos dos enzimas.

Los receptores que inician cambios bioquimicos pueden hacerlo o bien directamente via actividades enzimaticas
intrinsecas dentro del receptor o activando moléculas mensajeras intracelulares.

Una hormona es una sustancia quimica producida en el cuerpo que controla y regula la actividad de ciertas células u
organos. Asi, este término es ampliamente entendido en este documento para que incluya pequefias moléculas
quimicas que llevan mensajes en el cuerpo, por ejemplo, desde los 6rganos a las células, incluyendo asi, por
ejemplo, a la acetilcolina. En una realizacién mas preferida, la hormona es una hormona peptidica, por ejemplo,
insulina o eritropoyetina. Preferiblemente, la hormona es diferente a una leptina.

Debe entenderse en este documento una condicion o enfermedad debida a resistencia hormonal (o una enfermedad
por resistencia hormonal) como el estado de un paciente en donde la resistencia hormonal en dicho paciente
contribuyd a este estado. Dicho estado es diferente de un estado saludable, por ejemplo, se caracteriza por
parametros mensurables que caen fuera del rango aceptado como normal o tipico de un sujeto saludable.
Opcionalmente, dicho estado es una enfermedad, por ejemplo, una enfermedad que es debida a una resistencia
hormonal formada en dicho paciente.

La expresion resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo (o una enfermedad por resistencia hormonal
mediada por estrés oxidativo) se refiere a una condicién en donde el estrés oxidativo esta detectablemente presente
en el cuerpo de un paciente. Si el estrés oxidativo se muestra mediante el nivel elevado de un marcador del estrés
oxidativo, como se define en este documento, presenta un riesgo mayor de resistencia hormonal, preferiblemente
resistencia a la insulina y/o resistencia a la eritropoyetina y/o resistencia a la acetilcolina. Asi, el estado de estrés
oxidativo, preferiblemente el estrés oxidativo crénico, define un grupo de sujetos que se trata de acuerdo con la
presente invencion. A partir de ahi, una condicién o enfermedad debida a la resistencia hormonal inducida por estrés
oxidativo o una enfermedad de estrés oxidativo puede prevenirse o mejorarse. En la practica, la expresion
resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo o enfermedad de estrés oxidativo debe entenderse como que
existe una co-existencia o correlacion entre la resistencia hormonal y el estrés oxidativo en dicho sujeto o paciente.

Estrés oxidativo (EO) es el estado de un sujeto caracterizado por un desequilibrio entre especies reactivas con
oxigeno (ERO) y la capacidad de defensa antioxidante o el sujeto, es decir, un nivel mayor de ERO, en particular del
anion radical de superéxido (-O2’), peroxido de hidrogeno (H203) y radical libre de hidroxilo (-OH), en una realizacion
altamente preferida, -OH. El estrés oxidativo, si es persistente, es estrés oxidativo crénico. El estrés oxidativo
cronico se entiende en este documento como la presencia de estrés oxidativo en el sujeto durante un periodo de
tiempo mayor que en el estrés oxidativo agudo, es decir, durante tipicamente al menos 5 dias o al menos 10 dias o
al menos 15 dias o durante 1 semana o durante al menos 2 semanas o durante al menos 3 semanas o,
preferiblemente, durante al menos 4 semanas o durante al menos 1 mes o al menos 2 meses 0 al menos 3 meses 0
durante al menos durante medio afio o durante al menos un afio.

La enfermedad por estrés oxidativo o la enfermedad crénica por estrés oxidativo es una condicion de un sujeto
caracterizada por un estrés oxidativo crénico en donde en dicho sujeto cualquier efecto pernicioso o sintoma de un
estrés oxidativo crénico, por ejemplo, la aparicion de resistencia hormonal, preferiblemente resistencia a la insulina,
y/o resistencia a EPO y/o resistencia a la acetilcolina puede mostrarse, evaluarse, medirse o diagnosticarse. Los
métodos para evaluar el estrés oxidativo que se describen en este documento también son conocidos en la técnica.

Un sujeto es un ser humano o un animal. Un paciente es un sujeto que recibe atencién médica, cuidados o
tratamiento.

La prevencion, segin se entiende en este documento, se refiere al tratamiento de un sujeto que comprende la
administracion del compuesto de la invencion con el objetivo de prevenir el desarrollo de la resistencia hormonal en
dicho sujeto o prevenir el inicio de una enfermedad por resistencia hormonal o prevenir la exacerbaciéon de los
sintomas de una enfermedad por resistencia hormonal. Preferiblemente, la prevencion es un tratamiento de un
sujeto expuesto y caracterizado por el estrés oxidativo o teniendo el estado de éste; preferiblemente el estrés
oxidativo crénico con el fin de prevenir el desarrollo de resistencia hormonal en dicho sujeto o prevenir el inicio de
una enfermedad por resistencia hormonal. La prevencion parcial esta preferiblemente incluida en el significado de
esta expresion.
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Un proceso bioquimico comprende uno o mas cambios bioldgicos y/o eventos funcionalmente relacionados en un
organismo vivo con un efecto en dicho organismo siendo dicho efecto preferiblemente detectable, en donde dichos
cambios o eventos estan influidos, catalizados o afectados por sustancias bioquimicas, por ejemplo, biomoléculas.

La inhibicion de un proceso bioquimico es entendida como un proceso que resulta en la reducciéon del efecto
bioldgico de dicho proceso biolégico en comparacion con el mismo proceso sin inhibicién. Dicha reduccién del efecto
bioldgico puede conducir a la abolicién de dicho efecto, puede conducir a la reduccién de dicho efecto a un nivel que
no es detectable o la reduccion de dicho efecto a un nivel menor que el medido sin inhibicion.

El inhibidor es una sustancia, preferiblemente un compuesto, de cuyo contacto con dichas sustancias bioquimicas,
por ejemplo, con las biomoléculas, resulta en una inhibicion.

No estandar Abreviaturas y Acréonimos

ACh Acetilcolina

ERK Quinasa regulada por sefial extracelular
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
m-Tyr Meta-L-tirosina

NO Oxido nitrico

o-Tyr Orto-L-tirosina

-OH Radical hidroxilo

p-Tyr Para-L-tirosina

Phe L-fenilalanina

PI3K/Akt Fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt

Px Peroxidasas

ERO Especies reactivas con oxigeno

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1. Una presentacion esquematica de la relacion entre el estrés oxidativo, la produccién de meta- y orto-
tirosina, inflamacion subclinica y una resistencia hormonal consecuente. El estrés oxidativo persistente y no tratado
a través de un mecanismo de pre-alimentacion (o retroalimentacion positiva) inicia un circulo vicioso que conduce a
resistencia hormonal y enfermedades de estrés oxidativo.

Figura 2. Absorcién dependiente de insulina de desoxi-D-glucosa 2-[1 2-3H(N)] en adipocitos 3T3-L1. La absorcion
de glucosa se midié en medio que contenia i) para-tirosina con un contenido de glucosa 5 mM, ii) meta-tirosina con
glucosa 5 mM, iii) orto-tirosina con glucosa 5 mM vy iv) para-tirosina con contenido de glucosa 25 mM. Las células se
trataron con insulina 2, 20, 200 y 400 nM, como se muestra. La absorcion de glucosa de las células no tratadas
cultivadas en para-tirosina y medio de glucosa 5 mM se ajusté al 100%. Los resultados estan en promedio + SEM
para n=5 medidas individuales. *,p<0,05 p-Tyr + glucosa 5 mM vs. m-Tyr + glucosa 5 mM, o-Tyr + glucosa 5 mM vy p-
Tyr + glucosa 25 mM, en todas las concentraciones de insulina (muestras independientes del t-test).

Figura 3. Absorcion dependiente de insulina (400 nmol/l) de desoxi-D-glucosa 2-[1 2-3H(N)] en adipocitos 3T3-L1
(barras negras) en medio, suplementado con para tirosina (72 mg/1) o tanto tirosina meta (panel A) como orto (panel
B) a diferentes concentraciones (72 mg/l, 36 mg/l, 18 mg/l, 9 mg/l, 4,5 mg/l, 2.25 mg/l). Las barras blancas indican la
absorcion de las células no tratadas con insulina (control) cultivadas en medio de para-tirosina. Los resultados son
representativos para n=2 medidas individuales.

Figura 4. Absorcion dependiente de insulina (400 nM) de desoxi-D-glucosa 2-[1 2-3H(N)] en adipocitos 3T3-L1
(barras negras) en medio, suplementado con para tirosina (72 mg/l) o tanto tirosina meta (72 mg/l) (panel A) como
orto (72 mg/l) (panel B) para diferentes periodos de tiempo. Las barras blancas indican la absorcién de las células no
tratadas con insulina (control), que se ajustaron al 100%. Los resultados son representativos para n=2 medidas
individuales.

Figura 5. Fosforilacién inducida por insulina de Akt [proteina quinasa B] en adipocitos 3T3-L1 cultivados en medio
que contenia para-, orto-, 0 meta-tirosina tanto en medio que contenia glucosa 5 mM como 25 mM, en tratamiento
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de insulina a 200 y 400 nmol/l. Los resultados estan en promedio + SEM para n=5 medidas individuales. *, p<0,05 p-
Tyr y glucosa 5 mM vs. todos los otros grupos de tratamiento (muestras independientes del t-test).

Figura 6. Medida de HPLC de absorcién aguda de para-, orto- y meta-tirosina por adipocitos 3T3-L1 después de una
incubacién dependiente del tiempo con las tirosinas mencionadas mas arriba, con o sin tratamiento de las células
con insulina (400 nM). Notese que p-Tyr se mide en nM (panel A), mientras que o-Tyr (panel B) y m-Tyr (panel C) se
miden en nM.

Figura 7. Medida de HPLC de isémeros de tirosina unidos a proteina en lisados de células, cultivadas en medio que
contenia para-tirosina (panel A), orto-tirosina (panel B) o meta-tirosina (panel C). *: p<0,05 (muestras independientes
de t-test). Los resultados estan en promedio + SEM para n=10 medidas individuales. La cantidad de los aminoacidos
fue corregida respecto al contenido de tirosina de proteina total.

Figura 8. A) Protocolo de estudio experimental de la suplementacion del ismero de tirosina en ratas Sprague-
Dawley. Al comienzo, se les suministré oralmente a ratas macho en ayuno (5-6 semanas) tanto para-tirosina (p-Tyr)
como orto-tirosina (o-Tyr) disuelta en solucién salina o vehiculo (solo solucién salina) durante cuatro semanas
(véase también en la seccidon de Métodos). Al final de la suplementacion de la semana cuatro, las ratas o bien fueron
sacrificadas para el analisis HPLC y los estudios vasomotores o bien se sometieron a un largo 'periodo de lavado' de
cuatro semanas parando la suplementacion del isomero de tirosina y se sacrificaron al final de la 8% semana para
realizar los estudios de HPLC y los vasomotores. B) Efecto de la suplementacion del isémero de tirosina de ratas en
los niveles de o-Tyr vascular de segmentos arteriales consecutivos aislados (42 semana). La suplementacion de o-
Tyr oral sostenida de ratas (o-Tyr) aumenté significativamente el contenido de o-Tyr en los tres segmentos arteriales
(es decir, las aortas toracica y abdominal y la arteria femoral), mientras que la suplementacion de p-Tyr (p-Tyr) no
alter6 los niveles de o-Tyr comparado con las ratas tratadas con vehiculo (Control). [Control: Toracico: n=4;
Abdominal: n=4; Femoral: n=4; p-Tyr: Toracico: n=4; Abdominal: n=4; Femoral: n=4; o-Tyr: Toracico: n=4;
Abdominal: n=4; Femoral: n=4]. Los niveles de o-Tyr vascular son relativos a los niveles de fenilalanina (Phe). C)
Efecto de la suplementacion del isémero de tirosina de ratas en relajacion inducida por insulina de segmentos
arteriales consecutivos aislados (42 semana). La suplementacion de ratas con o-Tyr (o-Tyr) atenué notablemente los
relajamientos inducidos por insulina de los tres segmentos aislados comparado con el grupo tratado con p-Tyr (p-
Tyr), también en la aorta abdominal y la arteria femoral comparado con las ratas tratadas con vehiculo (Control),
como se indica por los menores valores de logEC50 de insulina cercanos a cero. [Control: Toracico: n=4; Abdominal:
n=4; Femoral: n=4; p-Tyr: Toracico: n=4; Abdominal: n=4; Femoral: n=4; o-Tyr: Toracico: n=4; Abdominal: n=4;
Femoral: n=4]. Los datos estan en promedios + SEM. * P <0,05; NS P> 0,05; Panel B: (ANOVA); Panel C: # P <0,05
vs. para (Extra suma-de-cuadrados F test)

Figura 9. La falta de incorporacion de diferentes isoformas de tirosina en proteinas celulares de células de
endotelioma de ratén en la incorporacion aguda (30 min) con los aminoacidos respectivos, p>0,05 para todas las
comparaciones (ANOVA). Los datos estan en promedio + SEM.

Figura 10. La incorporacion de diferentes isoformas de tirosina en proteinas celulares de células de endotelioma de
ratéon después de 7 dias con los respectivos aminoacidos. *: p<0,05 (ANOVA). Los datos estan en promedio + SEM.

Figura 11. Vasorelajacion dependiente de insulina en la aorta toracica de ratas Sprague-Dawley alimentadas con p-
Tyr/m-Tyr/o-Tyr en 4 semanas (panel A), en la semana 82 (después de 4 semanas de lavado, panel B) y en el
experimento agudo (panel C). *: p<0,05

Figura 12. Vasorelajacion dependiente de insulina en la aorta abdominal de ratas Sprague-Dawley alimentadas con
p-Tyr/m-Tyr/o-Tyr en 4 semanas (panel A), en la semana 82 (después de 4 semanas de lavado, panel B) y en el
experimento agudo (panel C). *: p<0,05

Figura 13. Vasorelajacién dependiente de insulina en la arteria renal de ratas Sprague-Dawley alimentadas con p-
Tyr/m-Tyr/o-Tyr en 4 semanas (panel A), en la semana 82 (después de 4 semanas de lavado, panel B) y en el
experimento agudo (panel C). *: p<0,05

Figura 14. Vasorelajacion dependiente de insulina en la arteria femoral de ratas Sprague-Dawley alimentadas con p-
Tyr/m-Tyr/o-Tyr en 4 semanas (panel A), en la semana 82 (después de 4 semanas de lavado, panel B) y en el
experimento agudo (panel C). *: p<0,05

Figura 15. Vasorelajacion dependiente de insulina expresada como -log EC50 de la dosis de insulina en diferentes
segmentos vasculares de ratas Sprague-Dawley alimentadas con p-Tyr/m-Tyr/o-Tyr en 4 semanas de alimentacion.
La suplementacion de ratas con p-Tyr (p-Tyr) aumentoé los relajamientos inducidos por insulina solo en la aorta
toracica pero no en ninguno de los otros segmentos arteriales aislados (es decir, aorta abdominal y arteria femoral)
comparado con las ratas tratadas con vehiculo (Control). *: p<0,05

Figura 16. Vasorelajaciéon inducida con acetilcolina (Ach) expresada como log EC50 de la dosis de insulina en
diferentes segmentos vasculares de ratas Sprague-Dawley. Tanto en el experimento con Ach sola (barras negras)
como con Ach se administré6 mas superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). *: p<0,05.
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Figura 17. Absorcion dependiente de eritropoyetina de desoxi-D-glucosa 2-[1 2—3H(N)] en adipocitos 3T3-L1. La
absorcion de glucosa se midid en medio que contenia i) para-tirosina con contenido de glucosa 5 mM o ii) orto-
tirosina con 5 mM. Las células se trataron con varias concentraciones de eritropoyetina (como se indica). La
absorcién de glucosa de células no tratadas cultivadas en para-tirosina y medio de glucosa 5 mM se ajusté al 100%.
Los resultados son promedios para n=3 medidas individuales.

Figura 18. Fosforilacion dependiente de eritropoyetina de Akt (PKB) en adipocitos 3T3-L1. Los experimentos se
llevaron a cabo en células cultivadas en medio que contenia i) para-tirosina con contenido de glucosa 25 mM, ii)
meta-tirosina con glucosa 25 mM, iii) orto-tirosina con glucosa 25 mM. Las células se trataron con varias
concentraciones de eritropoyetina (como se indica). La tasa de fosforilacion de células no tratadas cultivadas en
para-tirosina y medio de glucosa 25 mM se ajustoé al 100%. Los resultados estan en promedio + SEM para n=3
medidas individuales. *,p<0,05 (muestras independientes de t-test).

Figura 19. Vista esquematica de segmentos arteriales consecutivos de ratas Sprague-Dawley usadas en los
experimentos. Los segmentos proximales de la aorta toracica (a) y abdominal (c) y la arteria femoral (e) se usaron
para determinar el contenido de o-Tyr con analisis HPLC. Las partes distales de los mismos segmentos de la aorta
toracica (b), aorta abdominal (d) y arteria femoral (f) se usaron para evaluar la funcién vasomotora.

Descripcion detallada de la invencién

El dafio derivado de (ERO) de especies reactivas de oxigeno puede estudiarse mediante la deteccion de derivados
estables de acidos grasos, acidos nucleicos o aminoacidos. Debido al ataque del radical hidroxilo, pueden formarse
dos isoformas especificas de tirosina, es decir, m-Tyr y o-Tyr. Estos aminoacidos no se generan a partir de la
hidroxilacién enzimatica de Phe; en la ultima reacciéon solo se forma p-Tyr. Por lo tanto, m-Tyr y o-Tyr pueden
considerarse como marcadores especificos del dafio del radical hidroxilo en Phe.

Estos aminoacidos oxidados pueden producirse post-translacionalmente in loco mediante la oxidacion de restos Phe
de cadenas proteicas, sin embargo, también existen prueban de que las m- y o-Tyr libres pueden absorberse e
incorporarse en proteinas de células de ovario de hamster chino (Gruer-Orhan 2006), células de macréfago de raton
(Rodgers 2002) y pueden alterar el recambio de proteinas y las funciones celulares.

Los presentes inventores han realizado experimentos modelo para obtener proteinas enriquecidas con m-Tyr y o-Tyr
para imitar el efecto de un alto estado de estrés oxidativo donde tanto las cadenas laterales de Phe pueden estar in
loco oxidadas para dar las cadenas laterales de m- y o-Tyr de la proteina, o m- y o -Tyr no derivadas de ERO
podrian ser incorporadas en las proteinas. Cuando las células se cultivaron en medio que contiene m- o o-Tyr
durante 10 dias, los dos isdmeros de aminoacido no fisioldgicos se incorporaron dentro de las proteinas. No hubo un
cambio significativo en el contenido de Phe de la proteina (no se muestran los datos).

Las células 3T3-L1 pueden diferenciarse en adipocitos y usarse como modelo para observar los efectos in vitro
sobre el tejido graso (Thomson 1997). Ya que el tejido adiposo es un locus principal para la resistencia a la insulina,
los presentes inventores estudiaron el efecto de la insulina en células 3T3-L1. Los presentes inventores usaron
diferentes concentraciones de los isémeros de aminoacido en los experimentos, es decir, la relacién de p-Tyrm-Tyr
o la de p-Tyr.o-Tyr vario de 1:32 a 1:1. Los presentes inventores han encontrado que en concentraciones
equimolares (72:72 mg/l), tanto m-Tyr como o-Tyr inhiben totalmente la absorcién de glucosa inducida por insulina.
p-Tyr tiene que estar presente en una concentracion aprox. 8-32- veces mas alta que m-Tyr u o-Tyr en el medio para
ser capaz de competir con el efecto de m- u o-Tyr. Estos datos sugieren una competicion entre los aminoacidos.

La incorporacion de m- u o-Tyr en las proteinas induce un efecto persistente del estrés oxidativo en el paciente. Asi,
esto significa que si las células del paciente estan expuestas a estrés oxidativo cronico las células "recuerdan” el
estado oxidativo. Esto ocurre principalmente en el estrés oxidativo cronico lo que conduce a resistencia hormonal,
como se describe en este documento.

Por tanto, un paciente tipico que se trata de acuerdo con la invencién es un paciente expuesto a estrés oxidativo
durante un periodo de estrés oxidativo suficiente para que esta "memoria del estrés oxidativo" se forme y como
consecuencia se forme una resistencia hormonal. Por lo tanto, estos pacientes expuestos al estrés oxidativo tienen
un riesgo mayor de resistencia hormonal, incluso si los sintomas de una enfermedad por resistencia hormonal no
estan presentes. En estos pacientes, el tratamiento de acuerdo con la invencion puede usarse como prevencion de
una condicion o un trastorno debido a resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo.

En el caso de los sintomas iniciales de resistencia hormonal, puede mejorarse la condicion o el trastorno debido a
resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo. Sin embargo, debe entenderse que incluso si se ha desarrollado
en un paciente la resistencia hormonal de acuerdo con la invencién, la administracion del compuesto para uso de
acuerdo con la invencién aun puede proporcionar la prevencidén de la exacerbacion de la enfermedad, es decir,
puede prevenir o aliviar las consecuencias posteriores de dicha enfermedad por resistencia hormonal.

Asi, de acuerdo con la invencion, una enfermedad crénica por estrés oxidativo o una condicién, sintoma, sindrome o
enfermedad inducida por ésta se previene, mejora o trata, preferiblemente se previene, mediante la administracion
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del compuesto de acuerdo con la invencion. Preferiblemente, el estrés (enfermedad) oxidativo crénico esta inducido
por un elevado nivel de radicales OH.

El estado de estrés oxidativo puede mostrarse o diagnosticarse via marcadores del estrés oxidativo. Tales métodos
se conocen en la técnica. Por ejemplo, m-Tyr y o-Tyr pueden considerarse como marcadores especificos del dafio
del radical hidroxilo en Phe. Se ha encontrado que la excrecion renal de o-Tyr aumentaba en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 con o sin una enfermedad concomitante renal cronica (Molnar 2005a). Ademas, m-Tyr y o-Tyr se
acumulan en proteinas insolubles de los cristalinos de las cataratas de los pacientes diabéticos (Molnar 2005b). Por
lo tanto, puede usarse m-Tyr y o-Tyr como marcador del estrés oxidativo inducido por el radical hidroxilo y
posiblemente como marcador de resistencia a la insulina.

Otro marcador de estrés oxidativo indirecto preferido es el nivel anormalmente alto o elevado de proteina C-reactiva
de alta sensibilidad (hsCRP). Otros marcadores del estrés oxidativo se mencionan en este documento mas abajo.

La invencion se explica con mas detalle mas abajo por medio de estos ejemplos y mediante la descripciéon de los
antecedentes cientificos de este epigrafe y en los resultados.

El dafio oxidativo de los diferentes constituyentes celulares desempefian una funcién central en la patogénesis de
varias enfermedades.

Por tanto, de acuerdo con la descripcion para-L-Tirosina (p-Tyr), el precursor de p-Tyr, es decir, p-OH-fenil-piruvato o
sus sales farmacéuticamente aceptables se usan en un sujeto en la prevencion, la mejora o el tratamiento de una
condicion debida a la resistencia hormonal o a la enfermedad por resistencia hormonal inducida o caracterizada por
estrés oxidativo.

Preferiblemente, se usan la para-L-Tirosina (p-Tyr), el precursor de p-Tyr o sus sales farmacéuticamente aceptables
en un sujeto en la prevencion, la mejora o el tratamiento de la resistencia a la eritropoyetina o una enfermedad
debida a la resistencia a la eritropoyetina.

Preferiblemente, de acuerdo con la descripcion, para-L-Tirosina (p-Tyr), el precursor de p-Tyr o sus sales
farmacéuticamente aceptables se usan en un sujeto en la prevencion, la mejora o el tratamiento de la resistencia a
la insulina o una enfermedad debida a la resistencia a la insulina.

Preferiblemente, de acuerdo con la descripcion, se usan para-L-Tirosina (p-Tyr), el precursor de p-Tyr o sus sales
farmacéuticamente aceptables en un sujeto en la prevencion, la mejora o el tratamiento de la resistencia a la acetil-
colina o una enfermedad debida a la resistencia a la acetilcolina.

En un gran numero de casos, el estrés oxidativo es una de las causas originarias de la resistencia a la insulina. Hay
una compleja interrelacion entre las alteraciones metabdlicas relacionadas con la diabetes mellitus, la inflamacién y
el estrés oxidativo. La hiperglucemia por si misma puede conducir a un aumento del estrés oxidativo via multiples
rutas. Uno de los tejidos, en los que esta compleja interaccién entre ERO, formacion de AGE, inflamacion, RAGEs
etc. tiene lugar, es el tejido adiposo. Un modelo in vitro de adipocitos usado para estudiar las rutas de la insulina y la
obesidad es la linea celular 3T3-L1, un fibroblasto embridnico de ratén de la linea celular transformada adiposa
(Thomson 1997).

La insulina es una hormona que - bajo condiciones normal — aumenta la absorcién de glucosa en la grasa, por tanto
sirve como el primer regulador de la concentracién de glucosa en sangre.

La resistencia a la insulina es una condicién en la cual la insulina es incapaz de asegurar que la glucosa sea
eficazmente utilizada por los tejidos periféricos, especialmente en las células de grasa. La patogénesis esta muy
estudiada pero no se comprende totalmente. Se han sugerido varias rutas como las causantes (DeFronzo 2010). Un
factor potencial implementado en la patogénesis de la resistencia a la insulina es la obesidad y la acumulacion de
tejido graso visceral.

Un sindrome que acompafia a la resistencia a la insulina es la diabetes mellitus tipo 2. Ademas, la importancia de la
resistencia a la insulina se basa en el hecho de que puede considerarse como una posible causa subyacente del
sindrome metabdlico (Reaven 1988, Balkau 1999, Alberti 1998).

Se ha propuesto que los periodos de euglucemia durante en un periodo de mejoria podrian tener efectos a largo
plazo (aprox. 6-12 meses), y algunos de estos pacientes podrian mantener un buen control glucémico sin necesitar
agentes antidiabéticos orales o podrian retrasar la necesidad de insulina. Algunos datos también sugieren que este
enfoque fue més eficaz en pacientes que eran menos resistentes a la insulina (Ryan 2004, Yoshioka 2004). La base
de este fendbmeno no ha sido clarificada todavia, algunos datos sugieren que es por la mejora a largo plazo de la
funcion de las células B, otros dicen que la mejora a la resistencia a la insulina y otros sugieren que es por la
presencia de ambos después de una euglucemia transitoria.

Se sabe que la unién de la insulina al receptor de insulina provoca la auto-fosforilacion del receptor, el cual inicia una
cascada de sefializacion compleja con muchos puntos claves de la fosforilacion de tirosina (Chang 2010). Por medio
de la ruta de fosfatidilinositol 3-quinasa (Pl 3-K)/Akt (proteina quinasa B), la insulina induce efectos metabdlicos
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(Transportador de Glucosa 4 -GLUT 4- que regula el transporte a la membrana celular) y la vasodilatacion
(produccion de NO) y posee un efecto intrinseco anti-inflamatorio (Avogaro 2008).

La insulina puede ejercer, sin embargo, sus acciones via una ruta mas: que implica la cascada de MAP quinasa que
es capaz de promover la proliferacién celular. El impedimento selectivo de la primera ruta resulta en una disminucion
del efecto metabdlico y vasodilatador de la insulina. Mientras tanto, los efectos de la insulina se desplazan hacia la
segunda ruta (es decir, hacia la proliferacion celular), lo que explica parcialmente una tasa mas alta de malignidades
observadas en la diabetes y en la resistencia a la insulina (Avogaro 2008). Por lo tanto, una intervencién en donde
los efectos de la insulina via la ruta de PI3 quinasa- Akt(PKB) se mejoran resultaria en un efecto inverso, es decir,
que los efectos de la insulina se desplazarian desde la proliferacion celular hacia la actividad metabdlica y
vasodilatadora. Por lo tanto, dicha intervencion no solo podria mejorar las condiciones metabdlicas vy
vasoreactividas, sino que deberia conducir a una tasa menor de la proliferaciéon celular (una condicién relacionada
con la resistencia hormonal en el contexto de la presente invencion).

La resistencia a la insulina se ha asociado con una reduccion en la fosforilacion (actividad) de moléculas de
sefalizacion de la insulina (Kanety 1995). El sistema de sefializacién entre el receptor de insulina y Akt podria estar
afectado. En presencia de una resistencia a la insulina, la sefializacion de la insulina junto con la ruta PI3K/Akt se
impide selectivamente.

Akt puede ser activado a través de diferentes rutas de sefalizacion, el efecto de insulina en la absorcion de glucosa
implica a IRS-1 y PI3K y conduce a la fosforilacion de Ser(473) de Akt. Los agentes oxidantes pueden tener un
impacto en la sefializacion de la insulina en diversos modos.

El estrés oxidativo puede influir en la respuesta de la insulina, sin embargo, es muy importante distinguir entre los
efectos agudos y cronicos del estrés oxidativo. Por ejemplo, Wu et al, mostraron que una rafaga de H,O, aguda
conduce a una mejor respuesta y sefalizacion de la insulina, mientras que niveles cronicamente elevados de H20»
conducen al bloqueo de la misma ruta de la sefalizacién (Wu 2005).

Una larga exposicidon de células a ERO causa una disminucién de la activacién especifica de compartimento de
PI3K, dando como resultado una disminucién de la translocacion de GLUT-4 (Rudich 1998). Ademas, la disminucion
inducida por FFA en la fosforilacion de Akt podria revertirse por siRNA contra NOX2, sugiriendo un papel de ERO en
la inhibicion de la ruta de Akt (Yuan 2010). Otra ruta activada por el estrés cronico oxidativo es via la fosforilacion de
JNK que puede conducir a una Ser-fosforilacidn inhibitoria y a la subsecuente degradacion de IRS-1 que induce la
inhibicion de la sefializacién mediada por Akt (Berdichevsky 2010).

La enzima que cataliza la conversion de Phe — p-Tyr, la Phe-hidroxilasa, es muy abundante en el rifién. Los
inventores de este grupo han mostrado previamente que en el plasma de pacientes con ERC con enfermedad renal
cronica los niveles de para-tirosina urinaria disminuye (Molnar et al. 2005a). Ademas, los pacientes con ERC o fallo
renal tienen preferiblemente resistencia hormonal. La ERC puede ser una condicién con menores niveles de p-Tyr, y
mayores niveles de los aminoacidos anormales, m- y/o o-Tyr. Por lo tanto, la relaciéon entre los aminoacidos
anormales vs. fisioldgicos, es decir, la relacion m-Tyr/p-Tyr o o-Tyr/p-Tyr es altamente anormal. Es posible que los
pacientes con ERC vy tales proporciones de aminoacidos anormales se pudieran beneficiar especialmente de la
mencionada intervencion.

Recientemente, Zecchin et al. han mostrado que la acetilcolina (ACh) induce la rapida fosforilacion de tirosina y la
activacion de Janus quinasa 2 (JAK2) en la aorta de rata y a su vez, bajo la activacion de JAK2, se detecta la
fosforilacion de tirosina del sustrato del receptor de insulina (IRS)-1. Ademas, la ACh induce las asociaciones de
JAK2/IRS-1 y IRS-I/fosfatidilinositol (PI) 3-quinasa, la activacion posterior de Akt/proteina quinasa B, 6xido nitrico
sintasa (eNOS) de células endoteliales, y la quinasa regulada por la sefial extracelular (ERK)-1/2. Los resultados
apoyan que la ACh también estimula la ruta de transduccion de sefal para la activacion de IRS-1/P1 3-
quinasa/Akt/eNOS y ERK1/2 por medio de la fosforilacion de tirosina de JAK2 en los vasos sanguineos. Los autores
sugirieron que en la aorta de ratas obesas, no hay solo resistencia a la insulina sino que también resistencia a la
ACh, probablemente mediada por una ruta de sefializacion comun.

El modelo de los inventores se centra en imitar un alto estado de estrés oxidativo crénico, donde las proteinas
exhibirian un alto contenido de los aminoacidos oxidados, m- y o-Tyr. Los resultados obtenidos verificaron que en
linea con los hallazgos de la disminucion de la absorcion de glucosa, la adicion de m-Tyr y o-Tyr inhibid la Akt-
fosforilacion inducida por insulina, de modo similar al alto ambiente de glucosa. Por lo tanto, la inhibicion de la ruta
de Akt por m- y o-Tyr proporciona una explicacion de la menor absorcion de glucosa, es decir, el estado de la
resistencia de insulina de los adipocitos. Por tanto, la incorporacion de m- y o-Tyr interfiere con la sefalizacion de la
insulina debido a una perturbacion de la fosforilacion de la proteina Tyr. Por consiguiente, p-Tyr y sus analogos no
fisiologicos, m- y o-Tyr, estan en competicion y asi el efecto negativo de la formacion de los Ultimos aminoacidos
puede revertirse mediante la administracion de p-Tyr y la intervencion usando p-Tyr podria mejorar los efectos de la
insulina via la ruta PI3 quinasa- Akt(PKB). En este caso, los efectos de la insulina se desplazarian desde la
proliferaciéon celular hasta la actividad metabdlica y vasodilatadora. Por lo tanto, dicha intervencién podria no solo
mejorar las condiciones metabdlicas y la vasoreactividad, sino que también podria conducir a una menor tasa de
proliferacién celular y como consecuencia a una menor incidencia de malignidades.
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Ademas, se ha encontrado por los presentes inventores que ERO tiene una funcion en la resistencia a la ACh
también. Por tanto, se contempla que p-Tyr tiene un efecto beneficioso en el que la hiporespuesta de ACh afecta a la
ruta de IRS-1/PI 3-quinasa/Akt.

Otro ejemplo de una hormona cuyo efecto esta impedido por el estrés oxidativo y ERO es la eritropoyetina (EPO). La
transduccion de sefial del receptor de eritropoyetina (EPO-R) esta bien descrita. El receptor se activa en ocho
dominios de tirosina citoplasmatica y continuado en la sefial posterior de la ruta de JAK2/STAT1-5. La actividad de
JAK2 es también regulada por la fosforilacion de tirosina. Sin vincularse a ninguna teoria, parece que la
desintegracion de m- u o-tirosina en las enzimas de la ruta de sefializacion cambia el resultado intracelular de la
activacion del receptor, jugando el mayor papel en la respuesta de EPO.

Los presentes inventores han aplicado un modelo de resistencia hormonal y han encontrado un aumento de Akt y el
consecuente aumento de la absorcién de glucosa en el efecto de EPO en adipocitos 3T3-L1. La influencia del
tratamiento crénico de m- o o-tirosina en el efecto de EPO sobre la absorciéon de glucosa y la transduccion de sefial
de adipocitos ha sido confirmada. De acuerdo con el mayor nivel de o-tirosina de la orina en pacientes con
enfermedad renal crénica (ERC) los inventores asumieron que el nivel de o-tirosina de la orina muestra una
correlacion negativa con la respuesta de EPO. Un grupo de experimentos in vivo usando modelos animales se lleva
a cabo con este propdsito.

Como se detalla a continuacién, se encontré que el mecanismo fundamental detras de la resistencia de EPO es
similar al de la resistencia a la insulina relacionada con el estrés oxidativo, y se contempla el tratamiento mediante la
p-Tyr. Otros precursores de p-Tyr resultantes en p-Tyr en el sujeto u organismo que se trata son igualmente
aplicables.

Como condiciones y enfermedades ilustrativas, la anemia es una complicacion comun en pacientes que padecen
una enfermedad renal crénica (ERC). La eritropoyetina humana recombinante (r-hu-EPO) se usa en la ERC desde
1989, dando como resultado una mejora de la calidad de vida. Aproximadamente el 10 % de los sujetos que reciben
r-hu-EPO son hiposensibles, asociado a un aumento del riesgo de muerte [van der Putten et al 2008]. Las razones
de la resistencia de EPO no estan claramente investigadas. Van der Putten et al. sefalaron el papel de la proteina
que contenia SH> inducible por citoquina (CIS), sobrerregulada por citoquinas inflamatorias, que se une al receptor
de EPO (EPO-R) e inhibe la proliferacion celular dependiente de EPO; o la influencia de fosfatasa de células
hematopoyéticas (HCP) en la inhibicién de la transduccién de la sefal de EPO-R.

La presente invencién proporciona ahora un tratamiento y una prevencion para pacientes resistentes a EPO.

Al estudiar la vasorelajacién provocada por insulina en el segmento toracico y abdominal de la aorta y en las arterias
renal y femoral, se comprob6é que la respuesta frente a la insulina disminuia significativamente en la aorta
abdominal, arterias femoral y renal de animales tratados con m- y o-Tyr comparado con el control o grupos p-Tyr.
Los experimentos sugieren que mientras m- y o-Tyr dan como resultado resistencia a la insulina, esto puede
revertirse mediante la administracion de p-Tyr.

Como se sugiere antes, no solo p-Tyr es aplicable como agente competitivo de acuerdo con la presente invencion.
P-Tyr se forma también enzimaticamente bajo circunstancias fisioldégicas via dos rutas. Por un lado, puede
sintetizarse a partir de p-OH-fenil-piruvato mediante la conversién simultanea de tirosina transaminasa de L-
glutamato a 2-ceto-glutarato. A su vez, se forma p-OH-fenil-piruvato a partir de prefenato mediante prefenato
deshidrogenasa. Por otro lado, la fenilalanina se convierte en p-Tyr mediante la fenilalanina-4-hidroxilasa, por lo
tanto, los precursores corriente arriba de esta ruta, es decir, el fenil-piruvato y el prefenato son también precursores
de p-Tyr.

Indicando que el estrés oxidativo esta implicado en la producciéon anormal de aminoacidos, el radical hidroxilo
convierte la L-fenilalanina en m-tirosina y o-tirosina. Asi, el prefenato, fenil-piruvato y L-Phe no son precursores
apropiados de p-Tyr utiles en la presente invencion. El p-OH-fenil-piruvato, sin embargo, como un precursor directo
de p-Tyr puede ser un sustituto util del mismo. Preferiblemente se administra y se suministra junto con L-glutamato
siendo un sustrato comun de la tirosina transaminasa.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, una condicion debida a la resistencia hormonal inducida por
estrés oxidativo puede prevenirse, mejorarse o tratarse administrando un compuesto o una dosis farmacéuticamente
eficaz de un compuesto seleccionado de p-Tyr y p-OH-fenil-piruvato o sus sales farmacéuticamente aceptables, en
donde dicho p-OH-fenil-piruvato se metaboliza en p-Tyr en dicho sujeto. Preferiblemente, la condicién es una
condicion como se define en la Breve Descripcion de la Invencion. Preferiblemente, dicha condicion se previene o
mejora, preferiblemente se previene, administrando p-Tyr o p-OH-fenil-piruvato.

El estado de estrés oxidativo en un paciente puede evaluarse o diagnosticarse midiendo o detectando el nivel de un
marcador del estrés oxidativo en una muestra biolégica obtenida a partir de dicho paciente.

Las enfermedades por estrés oxidativo [como la diabetes mellitus (DM), enfermedad renal crénica (ERC), obesidad
(OB), hipertension (DM), sindrome de la apnea obstructiva del suefio (OSAS)) conducen a la formacién de varias
especies reactivas con oxigeno (ERO) y macromoléculas derivadas de radical (como o-Tyr). En particular, en el
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contexto de la invencion, se forma el radical libre de hidroxilo (OH). Estas especies son capaces de activar
numerosos procesos intracelulares, entre otros pueden conducir a la activacién del factor nuclear kappa B (NFKB).

La activacion de NFKB, a su vez, conduce a un aumento en la expresion de citoquinas proinflamatorias. Tal proceso
resulta en una inflamacién subclinica, que puede ser indicada por un nivel mayor de lo normal o aumentado de la
proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hsCRP). Como una explicaciéon no vinculante, las citoquinas pro-
inflamatorias son capaces de promover la activaciéon de NADPH-oxidasa via sus receptores de citoquina celulares.
Los datos también sugieren que la propia CRP puede activar a la NADPH-oxidasa. La activacion de NADPH-oxidasa
es responsable de una mayor producciéon de ERO, es decir, de estrés oxidativo. Por tanto, puede comenzar un
circulo vicioso (una retroalimentacion anticipada o positiva) (Figura 1). Como consecuencia, la administracion del
compuesto de la invencién, aunque puede no ser suficiente para revertir la enfermedad después de que la
resistencia hormonal se desarrolle, puede prevenir bien, tanto totalmente como parcialmente una exacerbacion
posterior o puede prevenir, tanto totalmente como parcialmente, la aparicion de sintomas de fases posteriores de
enfermedad de resistencias hormonales.

Un marcador del estrés oxidativo es, por ejemplo, el nivel de o-Tyr, preferiblemente cuando se mide en la orina de
pacientes como se describe en Molnar et al. (Molnar et al. 2005a). Tipicamente, en la orina de pacientes expuestos
a estrés oxidativo el nivel de o-Tyr se eleva a al menos 1,5 veces o al menos 2 veces o al menos 2,5 veces o al
menos 3 veces o al menos 4 veces o al menos 5 veces o al menos 6 veces o al menos 8 veces o de 2 a 10 veces, 0
de 5 a 10 veces o de 8 a 20 veces del nivel o intervalo normal. Tipicamente, en la excrecion de o-Tyr urinaria de
pacientes expuestos a estrés oxidativo el nivel de o-Tyr es de al menos 0,5 umol/dia o0 al menos 1 umol/dia o al
menos 1,5 umol/dia o al menos 2 umol/dia o al menos 2,5 umol/dia o de 0,4 a 10 umol/dia o de 0,5 a 10 umol/dia o
de 1 a 8 umol/dia o de 2 a 10 umol/dia. El nivel o la excrecion diaria de oTyr pueden medirse por métodos conocidos
en la técnica. Una posibilidad alternativa es medir m-Tyr en la orina de los pacientes.

Otro marcador del estrés oxidativo aplicable en la presente invenciéon es un aumento en el marcador inflamatorio
proteina C-reactiva (CRP), en particular la CRP de alta respuesta (hsCRP) [Abramson J L et al. (2005)]. Los
inventores han encontrado que el estrés oxidativo puede ser determinante de los niveles de CRP y promover los
procesos inflamatorios pro-ateroscleroticos en las etapas tempranas del desarrollo de CHD. También se ha
encontrado que los niveles de CRP estan asociados al estrés oxidativo mientras que hay interrelaciones
significativas entre la inflamacion, el estrés oxidativo y los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales [Dohi J et
al. (2007)]. Los niveles de CRP o hsCRP pueden medirse por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo,
por un método como se describe en cualquiera de las siguientes publicaciones: [Abramson J L et al. (2005);
Yasunari K et al. (2002); Dohi J et al. (2007)]. Tipicamente, el nivel de hsCRP de pacientes que se tratan con el
compuesto de la invencion o en los que se va a aplicar prevencion muestran un nivel de hsCRP de al menos 50% o
al menos 60% o al menos 70% o al menos 75% o al menos 90% del limite superior del intervalo normal de pacientes
saludables que muestran un riesgo mayor del estado de estrés oxidativo y por ello del desarrollo de resistencia
hormonal. Preferiblemente, un paciente expuesto a estrés oxidativo tiene un nivel de hsCRP elevado en al menos
1,2 veces o al menos 1,5 veces o al menos 2 veces o al menos 2,5 veces o al menos 3 veces o al menos 4 veces
del nivel o intervalo normal.

Otro marcador aplicable del estrés oxidativo es la prueba del radical libre de oxigeno (FORT), que refleja niveles de
hidroperéxidos organicos y muestra una buena correlacion con el nivel de hsCRP [Abramson J L et al. (2005)].

Otros marcadores oxidativos y métodos para su evaluacion se describen en las siguientes publicaciones de revision:
[Naito Y et al. (2010); Stephens J W. et al. (2009); Ogino K y Wang D-H. (2007)].

Las formulaciones de p-Tyr como composicion farmacéutica o como medicamento, opcionalmente con un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable son conocidas en la técnica. Preferiblemente, la especificacion del
producto, prospecto para el paciente o informacién para los médicos comprende informacién sobre la condiciéon que
se trata, previene o mejora con la formulacidon que comprende el compuesto de la invencién, como se define en este
documento. Ademas, son también conocidas en la técnica formulaciones como suplementos dietéticos, suplementos
alimenticios, productos nutracéuticos, alimentos funcionales, alimentos o composiciones. La invencién también se
refiere a estos productos para uso en la prevencion, la mejora o el tratamiento de una condicién como se estipula en
este documento. En esta realizacién, el uso del producto se indica en la etiqueta, en un prospecto o anuncio
relacionado con dicho producto. En particular, cualquiera de estos productos puede ser acompafiado por una
propiedad saludable. Por ejemplo, como se estipula en la Regulacién (CE) No 1924/2006 del Parlamento Europeo y
del Consejo del 20 de Diciembre de 2006 sobre propiedades de nutricién y salud hecha sobre alimentos, una
"propiedad de salud" significa cualquier propiedad que establece, sugiere o implica que existe una relacion entre una
categoria de alimento, un alimento o uno de sus constituyentes y la salud; y una particular "reduccién de la
propiedad del riesgo de enfermedad" significa cualquier propiedad de la salud que establece, sugiere o implica que
el consumo de una categoria de alimento, un alimento o uno de sus constituyentes reduce significativamente un
factor de riesgo en el desarrollo de una enfermedad en un ser humano. Las regulaciones sobre objetivos similares y
el sujeto pueden ser validos en otros paises o regiones geograficas y las propiedades de salud o indicaciones
analogas pueden sugerir que el compuesto para uso de acuerdo con la invencion es beneficioso en una condicion
como se describe en este documento. Estos productos para usar estan dentro del alcance de la presente invencion.
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Preferiblemente, la prevencion, la mejora o el tratamiento de dicha condicion comprende, consiste o es parte de un
régimen (personalizado) o programa de administracién dirigido a dicho sujeto.

Por ejemplo, el compuesto puede usarse en un paciente en riesgo de resistencia hormonal, es decir, en una
condicién de aumento del estrés oxidativo.

Por ejemplo, el compuesto puede usarse antes de que aparezcan los sintomas de la diabetes, por ejemplo, para la
prevencién de IGT y DM (monoterapia).

En la diabetes, el compuesto o la formulacion puede usarse en combinacidon con agentes antidiabéticos orales y
parenterales (por ejemplo, sulfonilureas, biguanidas, glitazonas, inhibidores de DPP-4, miméticos de incretina,
inhibidores de alfa-glucosidasa, glinidas (meglitinidas), inhibidores de SGLT-2) y con insulina para pacientes
resistentes a la insulina.

En pacientes con hipertension, el compuesto o la formulacién puede usarse en combinacidon con agentes
antihipertensivos (por ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, agentes bloqueantes del
receptor de angiotensina, inhibidores de renina directos, diuréticos, agentes bloqueantes del canal de calcio, agentes
bloqueantes del receptor de alfa-1, agentes bloqueantes del receptor de Beta, vasodilatadores directos, farmacos
antihipertensivos que afectan al sistema nervioso central).

Los pacientes con hipertension pueden ser preferiblemente pacientes resistentes a la insulina y/o pacientes con
resistencia a la eritropoyetina y/o pacientes con resistencia a la acetil-colina.

En una realizacion preferida, la aportacion diaria de dicho compuesto se proporciona administrando una, dos o tres
veces la dosis usual de p-Tyr o una dosis como se muestra en la seccidén Breve Descripcidon de la Invencion o una
formulacion que comprende una dosis equivalente a la aportacion diaria hasta 30000 mg con la condiciéon de que la
preparacion de dicha dosis individual sea apropiada para la administracion y pueda ser manejada de forma
razonable.

Se debe decir aqui que la p-Tyr puede interferir con otros farmacos, por ejemplo, podria disminuir la efectividad de L-
dopa y puede ser aconsejable la separacion de las dosis de administracion. Ademas, p-Tyr puede aumentar el
efecto de farmacos que influyen en el metabolismo de la dopamina.

Como resumen, los inventores encontraron que o- y m-Tyr causan resistencia hormonal para hormonas de la ruta de
Akt, por ejemplo, en el caso de insulina y eritropoyetina y acetilcolina, lo que puede ser revertido mediante la
administracion de p-Tyr y sus derivados, analogos y precursores metabolizados en p-Tyr en el cuerpo.

EJEMPLOS
Materiales y Métodos
Materiales basicos

Insulina, epinefrina, para-, meta-, orto-tirosina y Mg>SO4 fueron comprados en Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Inc., St.
Louis, MO 63178, EE.UU.). NaCl, KCI, KH2PO4, NaHCO3, glucosa y CaCl,*2H,O fueron comprados en Merck
(Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Alemania).

Cultivo celular

Los cultivos primarios de fibroblastos de embridén de ratén (3T3-L1) fueron comprados en ATCC (Manassas,
EE.UU.). Los pasos iniciales de los fibroblastos 3T3-L1 fueron cultivados en medio Eagle Modificado de Dulbecco
((DMEM, Invitrogen, Numero de cat.: 41966-029; Sigma Aldrich Numero de cat.: D6046) suplementado con 10%
Suero Bovino Fetal (Gibco, Numero de cat.: 16170-078), penicilina a 100U/ml y estreptomicina a 0,1 mg/ml (Gibco,
Numero de cat.: 15070-063) y p-, m-, o o-Tyr 398 nM. El DMEM contenia glucosa 25 o 5 mM (dependiendo del
experimento), L-glutamina y piruvato. Las células se cultivaron en una incubadora humidificada a 37°C y CO- al 5%.
El medio de diferenciacion consisti6 en DMEM suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (FBS) (FBS, Gibco,
Csertex, Budapest, Hungria, Numero de cat.. 10106-169), al que se afiadi6 un coctel que contenia
isobutilmetilxantina 0,5 nM (Sigma Aldrich, Numero de cat.: | 5879), insulina 0,17 nM (Sigma Aldrich, Niumero de cat.:
1 9278) y dexametasona 250 nM (Sigma Aldrich, Numero de cat.: 861871). Desde el dia 4 en adelante, las células se
mantuvieron en DMEM /FBS al 10% que contenia insulina a 1,5 g/ml con un cambio de medio cada dia alterno hasta
que los tratamientos experimentales fueron iniciados. Para todos los tratamientos, las células se incubaron toda la
noche en medio sin suero después de que el 90% de la poblacién de células alcanzara el fenotipo de adipocito.

El tratamiento experimental se logré en medio sin suero que contenia insulina a 200 o 400 nmol/l, durante 5 minutos.
Después del tratamiento, las células se lavaron dos veces con solucion salina (4°C) para eliminar cualquier traza del
medio, después se expuso a 80 uL de tampodn de lisis/placa, que contenia Tritdn X a 1,15%, Trisbase 1M, pH 7,4,
EDTA 0,5 M, pH 8, EGTA 0,2 M, pH 7, ditiotreitol 0,1 M (DTT), fluoruro de fenilmetilsulfonilo a 5 mg/ml (PMSF),
NaszVO4 0,1 M, leupeptina a 5 mg/ml, aprotinina a 5 mg/ml, Coctel 1 y 2 de Inhibidor de fosfatasa (Sigma Aldrich,
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Numero de cat.: P2850 y P5726). Los adipocitos se separaron por raspado mecanicamente y luego se congelaron a
-70°C.

Los cultivos primarios de células de ratdn endoteliales (EC) del endotelioma fueron comprados en LGC Promochem
(Taddington, Reino Unido). Los ECs se cultivaron en Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM; Gibco, Csertex,
Budapest, Hungria) suplementado con Suero Bovino Fetal al 10% (Gibco, Numero de cat.: 16170-078), mezcla al
2% de penicilina-estreptomicina (Gibco, Numero de cat.: 15070-063) y p-Tyr a 400 mol/l (Control), o p-Tyr a 800
pmol/l (p-Tyr), o m-a 400 pmol/l y p-Tyr a 400 pmol/l (m-Tyr), u o- a 400 pmol/l y p-Tyr a 400 pmol/l (o-Tyr). El medio
se cambid cada 2 dias. Las células se cultivaron en una incubadora humidificada a 37°C y CO al 5%. Después de 7
dias los ECs se separaron por raspado mecanicamente y luego se usaron para el analisis por HPLC.

Absorcion del isétopo

Las células se incubaron en DMEM sin glucosa (Gibco, Csertex, Hungria) durante 30 minutos, luego se trataron con
insulina a 2, 20, 200 6 400 nmol/l durante 100 minutos. Simultaneamente, se afadié a las placas durante 100
minutos desoxi-D-glucosa 2-[1 2-3H(N)] a 1 pCi/ml (3,7x10*Bq/ml) (Izotdp Intézet, Hungria). Las células se rasparon
dentro del medio y se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 rpm. El sedimento se disolvié en 70 pl de tampdn de
lisis y la absorcion de glucosa se evalud por recuento por escintilacién midiendo 30 ul de la muestra con un contador
LS 5000 TD de Beckman en conteos por minuto (CPM) durante cinco minutos cada uno, usando una actividad
promedio como el resultado. Las muestras se congelaron toda la noche a -70°C y la concentracién de proteina se
midi6é usando un espectrofotometro Hitachi. Los resultados se normalizaron segun el contenido de proteinas (Kaddai
2009).

Andlisis de la incorporacion del isémero de tirosina; Analisis HPLC

La preparacién de la muestra fue diferente dependiendo del tipo de tirosina que se queria determinar. Los métodos
se basaron en publicaciones recientes con modificaciones (Molnar 2005a, Molnar 2005b). Para medir el contenido
total de tirosina celular unida a proteina, después de afiadir 200 pl de agua destilada, las muestras se congelaron
toda la noche a -70°C para lograr la lisis celular. Después de calentar y una centrifugacion a 4000 rpm, durante 10
minutos, se afadieron 200 pl de acido tricloroacético al 60% a 200 ul de sobrenadante y se incubd en hielo durante
30 minutos, para precipitar las proteinas. Después de la segunda centrifugacion a 4000 rpm, durante 10 minutos, el
sedimento se resuspendié en acido tricloroacético al 1% y 4 pl de desferrioxamina a 400 mmol/l y se afiadieron 40 pl
de hidroxitolueno butilado a 500 mmol/l a las muestras para evitar la posible formacion de radicales libres durante la
hidrélisis. Después se anadieron 200 pl o 400 pl de acido clorhidrico 6N, y se realizdé durante toda la noche la
hidrolisis acida de las proteinas a 120°C. El hidrolizado se filtré después a través de un filiro de 0,2 ym (Millipore Co.,
Billerica, MA, EE.UU.) y 20 pl del filtrado se inyectaron en la columna de HPLC de un sistema HPLC Clase LC-10
ADVP de Shimadzu (Shimadzu EE.UU. Manufacturing Inc., Canby, OR, EE.UU.) usando un inyector manual de
Rheodyne.

El contenido de tirosina total celular unido a proteina de los ECs se midi6 mediante un método similar con las
siguientes diferencias: Después de afiadir 200 pl de agua destilada, las muestras se sonicaron 2 minutos con un
homogenizador ultrasénico para lograr la lisis celular. A la adicion de 100 pl de acido tricloroacético al 60% se siguiod
una centrifugacion y una resuspension como se describe anteriormente. Después de la resuspension se afiadieron
100 pl de acido tricloroacético al 60%. Después de la segunda centrifugacion como se describe anteriormente, el
proceso anterior se repitié una vez mas de nuevo. Finalmente, 4 pl de sedimento de desferrioxamina a 400 mmol/l y
40 pl de hidroxitolueno butilado a 500 mmol/l se afiadieron al sedimento para evitar la posible formacion de radicales
libres durante la hidrdlisis. Después, se anadieron a las muestras 400 pl de acido clorhidrico 6 N.

Para medir el contenido de tirosina total de proteina no unida intracelular, se afiadieron 200 ul de agua destilada a
las muestras antes de que se congelaran toda la noche a -70°C para lograr la lisis celular. Las muestras se
calentaron y se centrifugaron durante 15 minutos a 15 000 rpm. Se afiadieron 200 pl de acido tricloroacético al 60 %
a 200 pl del sobrenadante. Después de 30 minutos de incubacion en hielo, las muestras se centrifugaron de nuevo
durante 15 minutos a 15.000 rpm. El sobrenadante se filtré en el modo mencionado mas arriba, se diluyd 5 veces y
se afiadieron 160 pl de agua destilada a 40 pl del filtrado, que se inyectaron en la columna de HPLC.

Para la determinacion del contenido de tirosina de la pared vascular, se us6 el método modificado de Molnar et al.
(Molnar 2005b). Las secciones proximales se hidrolizaron en tubos de polipropileno protegidos con un anillo O y bien
cerrados. Cuatro pl de desferrioxamina a 400 mmol/l (concentracion final: 3,6 mmol/l) y 40 pl de hidroxitolueno
butilado a 500 mmol/l (concentracion final: 45 mmol/l) se afadieron a las muestras. Después, se afiadieron a las
muestras 200yl de acido clorhidrico 6 N.

Los inventores realizaron durante toda la noche la hidrélisis acida de las proteinas obtenidas de los ECs vy las
arterias a 120°C. El hidrolizado se filtr6 después a través de un filtro de 0,2 mm (Millipore Co., Billerica, MA, EE.UU.)
y se inyectaron en la columna de HPLC 20 pl del filtrado.

Se us6 autofluorescencia de p-, m- y o-Tyr y Phe para medir sus cantidades en las muestras. Por tanto, no fue
necesaria ninguna tincion o derivatizacion. Las muestras se corrieron en un sistema HPLC Class 10aDVP de
Shimadzu equipado con un detector fluorescente RF-10 AXL (Shimadzu EE.UU. Manufacturing Inc., Canby, OR,
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EE.UU.) opcionalmente usando un inyector manual de Rheodyne. La fase movil consistié en acido acético al 1 % y
acetato de sodio al 1 % disuelto en agua, la separacion tuvo lugar en una columna LiChroCHART 250-4 (Merck
KGaA, 64271 Darmstadt, Alemania), en una ronda isocratica. Se usaron longitudes de onda de excitacion de 275 nm
y de emisién de 305 nm para medir p-, m- y o-Tyr, mientras que Phe se detecté a longitudes de onda de excitacién
de 258 nm y de emisién de 288 nm. La determinacion del area bajo la curva (AUC) y el calibrado estandar externo
se usaron para calcular las concentraciones exactas de los aminoacidos. En algunos casos el tiempo de elucion de
las sustancias también fue verificado por el método de adicion del maximo estandar. Las concentraciones de
aminoacido se corrigieron para las concentraciones de tirosina total o fenilalanina.

Analisis de transferencia Western

Las muestras de los lisados de EC se sonicaron (2 min) y se centrifugaron (10 min, 13.000 rpm, a 4°C). El contenido
de proteina de las muestras se determind por el método Bradford usando albumina de suero bovino como un Bio-
Rad Benchmark Plus estandar. La muestras se solubilizaron en un tampén de Tris-HC1 100 mM (pH 6,8), dodecil
sulfato de sodio al 4,0% (SDS), glicerol al 20%, DTT 200 mM, y azul de bromofenol al 0,2%. Las muestras (de 80 a
120 g de proteina) se sometieron a electroforesis resuelto en geles de poliacrilamida al 10% y se transfirieron en un
tampon (pH 8,3) que contenia glicina 38 mM, Tris-base 48 mM, y metanol al 20% a membranas de PVDF
(Amersham-Biotech, AP Hungria, Budapest, Hungria) durante 90 min a 250 mA.

Las membranas se incubaron toda la noche con anticuerpos monoclonales de inmunoglobulina G (IgG) diluidos
1:1000 en TBS-T (0,1%), que contenia suero bovino al 5% (BS). Se usé primero anticuerpo para anti-fosfo-(Ser473)-
Akt (pAkt, Serd73, #9271, 1:1000, Cell Signal Technology, Beverly, EE.UU.). Las membranas se lavaron con TBS-T
al 0,1% y se incubaron en anticuerpo secundario de IgG conjugado con peroxidasa diluido en leche sin grasa al 5%
a 1:2000 con policlonal anti-conejo (Cell Signal Technology, #7074) para detectar anti-fosfo-(Ser473)-Akt. Para
resondar las transferencias Western con anticuerpos primarios alternativos para el PKB/Akt total (#9272, Cell Signal
Technology, Beverly EE.UU.), las membranas fueron despegadas como sigue: las membranas se lavaron en TBS-T
al 0,1% durante 10 minutos, después se pusieron en tampoén de despegamiento, que contenia glicina al 1,5%, SDS
al 0,1%, Tween-20 al 1% a pH:2,2, para 2x10 mm, luego se lavaron en agua destilada. Las transferencias se
detectaron usando quimioluminiscencia potenciada (ECL; Pierce Biotech, Bio-Rad, Budapest, Hungria). La
densitometria computarizada (densidad 6ptica integrada) de las bandas especificas se analizé con Scion Image para
Windows Software. Las expresiones de proteina se corrigieron para los niveles de proteina total Akt y se ajustaron
para los controles.

Los ensayos de sangre y orina de rutina se llevaron a cabo en el Departamento del Laboratorio de Medicina de la
Universidad Pécs Medical School de acuerdo con procedimientos de laboratorio clinicos estandar.

Animales y preparacion de los tejidos

Los experimentos se llevaron a cabo con el permiso del Comité de Experimentacion Animal Local Hungaro.
Brevemente, después de destetar ratas CFY macho (una cepa de la rata Sprague-Dawley), se colocaron en celdas
individuales y se mantuvieron con dieta regular. Después de dos horas de ayuno de los animales (de 4-5 semanas,
80-140 g) se les suministré para-, meta- o orto-tirosina a 1,76 mg/die (p-, m-, o-tyr; Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO
63178, EE.UU.) disuelto en solucién salina o vehiculo (solo solucién salina) por alimentacion forzada (por boca) seis
dias de la semana. Después de un mes de tratamiento, los animales fueron todos anestesiados con éter y se
decapitaron con una guillotina o la la suplementaciéon de p-, m-, o-tyr y vehiculo se paré (periodo "de lavado") y se
sacrificaron dos semanas mas tarde (Figura 8.A). La aorta toracica descendiente y abdominal, y las arterias renal y
femoral se retiraron y se limpiaron de tejido conjuntivo (Figura 19). Las secciones se hidrolizaron inmediatamente
para hacer el analisis HPLC o se usaron para los estudios de reactividad vascular.

En otros estudios de incorporacion del isdmero de tirosina, se usaron 18 Ratas Sprague-Dawley macho (de 5-6
semanas) para estudiar los efectos de la suplementacion de p-Tyr y o-Tyr crénicos orales de ratas en el nivel de o-
Tyr y relajacion inducida por insulina de segmentos arteriales aislados. A las ratas se les suministré oralmente 1,76
mg/die de p-Tyr u o-Tyr o vehiculo durante seis dias por semana durante cuatro semanas. Las ratas tratadas con p-
Tyr, o-Tyr o vehiculo casi triplicaron su peso corporal, pero no hubo diferencia entre los grupos. Al final de la semana
cuatro de tratamiento, se realizaron los estudios de HPLC y vasomotores. En otro grupo de ratas, la suplementacion
de p-Tyr/o-Tyr fue parada durante cuatro semanas (periodo "de lavado"), después de lo cual se sacrificaron para los
estudios de HPLC y vasomotores.

La preparacion de vasos arteriales consecutivos se indica en la Figura 19.
Estudios de reactividad vascular

Se uso6 el método modificado de Fésis et al. (Féslis 2007). Las partes distales de los vasos se diseccionaron en
segmentos de 2 mm de longitud en tampon Krebs enfriado en hielo y se montaron anillos en dos cables de acero
inoxidable (40 [’m en diametro) en un Danish Multimyograph Modelo 610M (DMT-EE.UU. Inc., Atlanta, GA, EE.UU.).
Los vasos se bafiaron en tampon Krebs (que contenia NaCl 119 mM, KCI 4,7 mM, KH,PO4 1,2 mM, NaHCO3; 25
mM, Mg2S0O4 1,2 mM, glucosa 11,1 mM, CaCl,*2H,0 1,6 mM, pH 7,4) y se pas6 gas con CO, al 5% y O al 95% a
37°C. La relacion de circunferencia tension en descanso/interna para cada vaso se determind y luego la
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circunferencia interna se ajusté a 0,9 x L100, donde L100 es la circunferencia interna cuyo vaso hubiera tenido in
vivo al relajarse una presion transmural bajo de 100 mmHg. Después de este procedimiento de normalizacion, los
vasos se dejaron estabilizar durante 30 min, y luego se midi6 la tensidn isométrica de modo continuo. Los anillos se
precontrayeron con epinefrina 100 nM. Después de alcanzar una meseta de contraccién de estabilidad, se evaluaron
las respuestas relajantes a doses crecientes de insulina. La tasa de relajacion se expresdé como porcentaje de la
contraccion provocada por epinefrina (100%). Se afadieron para-, meta-, orto-tirosina o vehiculo a la cadmara del
vaso 10 minutos antes de la adicién de epinefrina y 30 minutos antes de la adicion de insulina.

En una variante del método, se usaron p-, m- y o-Tyr de forma separada en los experimentos. En una otra variante
del método se usaron tanto p- y o-Tyr como m- y o-Tyr juntos y los resultados se compararon con los datos
obtenidos cuando los compuestos se usaban de forma separada para evaluar el efecto competitivo.

Estudios estadisticos

La significancia estadistica se calculé usando la prueba de t de Student o ANOVA segun era apropiado. Todas las
distribuciones eran normales, los datos se expresan como promedios + SEM. Las pruebas se realizaron tipicamente
con ANOVA, prueba F extra suma-de-cuadrados, pruebas no paramétricas segun era apropiado usando el paquete
del programa SPSS, Version 15.0 (SPSS Inc., 15 Chicago, IL, EE.UU.), y Prism 5 de GraphPad (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, EE.UU.), considerando valores P de 0,05 o menos para ser significantes.

Resultados
Absorcién de 2-desoxi-D-glucosa marcada con is6topo en células 3T3-L1

Los inventores midieron la absorcion de 2-desoxi-D-glucosa marcada con isétopo en células 3T3-L1. En células
cultivadas en medio que contenia p-Tyr + glucosa 5 mM, las concentraciones crecientes de insulina condujeron a un
aumento en la absorcién de desoxi-D-glucosa. En células cultivadas en medio que contenia p-Tyr + glucosa alta (25
mM), la insulina no consiguié aumentar la absorcion de glucosa. De un modo similar a esto, no se pudo verificar el
efecto de la insulina en células cultivadas en medio con glucosa normal (5 mM) pero con suplementacién de m-Tyr o
o-Tyr (Figura 2). Las células se cultivaron durante 11 dias en cada experimento.

La capacidad de m-Tyr y o-Tyr de inhibir la absorcion de glucosa inducida por insulina se encontr6 que era
dependiente de la concentracion. Aunque en las células cultivadas en p-Tyr y glucosa normal, la insulina (400 nM)
condujo a un aumento de aprox. 2-veces en la absorcion de glucosa (barra blanca y primera negra), con
concentraciones crecientes de m-Tyr (Figura 3A) y o-Tyr (Figura 3B), la absorcién de glucosa inducida por insulina
disminuyd. A concentraciones equimolares de m-Tyr y p-Tyr u o-Tyr y p-Tyr (72-72 mg/l), la insulina no tuvo ningun
efecto en la absorcion de glucosa (Ultimas barras), sugiriendo una fuerte competicion de los tres aminoacidos.

A partir de la figura puede observarse que p-Tyr estaria presente en aprox. 8-32-veces una concentracion mas alta
que m-Tyr u o-Tyr en el medio para ser capaz de competir de forma eficaz con m-Tyr u o-Tyr.

Los inventores también analizaron si el efecto de m-Tyr y o-Tyr era dependiente del tiempo. Los inventores
encontraron que la absorcion de glucosa de la linea de base no mostraba un cambio considerable en las células
3T3-L1 cultivadas en m-Tyr- o0 medio que contenia o-Tyr. Sin embargo, la absorcién de glucosa inducida por insulina
se bloqued por m-Tyr y o-Tyr, de una forma dependiente del tiempo (Figura 4A y 4B).

Efecto de m-Tyr y o-Tyr en la ruta de transduccioén de la sefial de insulina

Los inventores investigaron el efecto de la adicion de m-Tyr y o-Tyr al medio de las células en diferentes rutas de
transduccion de la sefal. Los inventores encontraron que en las células cultivadas en p-Tyr y baja glucosa, las dosis
crecientes de insulina condujeron a un aumento de 3 veces en la fosforilacién de Akt (proteina quinasa B)
comparado con los controles. En las células cultivadas en medio con alta glucosa con p-Tyr solo, la insulina indujo
una fosforilacién de Akt significativamente inferior. En las células cultivadas en m-Tyr u o-Tyr, la fosforilacion de Akt
no pudo ser significativamente potenciada por la insulina (Figura 5).

Absorcion aguda de p-Tyr, m-Tyr y o-Tyr

En los antecedentes de los anteriores hallazgos los inventores realizaron la hipétesis de que los aminoacidos
suministrados podian entrar en las células. Esta hipétesis también fue probada: después de diferentes tiempos de
incubacién, el contenido de p-Tyr, m-Tyr y o-Tyr total intracelular se midié usando HPLC. Los inventores encontraron
que la suplementacion con p-Tyr (Figura 6A), m-Tyr (Figura 6B) o o-Tyr (Figura 6C) podria elevar de forma eficiente
los niveles del aminoacido respectivo en las células 3T3, tanto en medio normal como en glucosa alta, también como
con o sin tratamiento de insulina.

Incorporaciéon de m-Tyr y o-Tyr en proteinas celulares

También se probd, si la administracion a largo plazo (11 dias) del suministro de m-Tyr u o-Tyr conduce a un
aumento de m-Tyr y o-Tyr incorporado de proteina. El contenido de p-Tyr se expresé como porcentaje del contenido
de tirosina de proteina total, es decir, se calculd la relacion p-Tyr/[(p-Tyr)+(m-Tyr)+(o-Tyr)]. Se normalizaron m- y o-
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Tyr respecto al contenido de Tyr total también. Las pruebas se llevaron a cabo tanto en ajustes experimentales de
glucosa normal (5 mM) como en alta (25 mM). El crecimiento de las células en medio suplementado con m-Tyr u o-
Tyr condujo a una disminucién en los niveles de proteina p-Tyr bajo condiciones de glucosa normal y alta. El
contenido de p-Tyr fue significativamente mas alto en células suplementadas con m-Tyr cultivadas en medio de alta
glucosa comparado con el medio de glucosa normal (Figura 7A). El contenido de m-Tyr de las células cultivadas en
medio suplementado con m-Tyr fue significativamente mayor en células cultivadas en p- u o-Tyr, ambas en medio de
glucosa 5 mM y 25 mM. En células cultivadas en medio de m-Tyr, el contenido de proteina m-Tyr fue
significativamente menor en el ambiente de glucosa alta comparado con el medio de glucosa normal (Figura 7B).
Cuando se investigd el contenido de la proteina o-Tyr, se encontré6 que era significativamente mayor en células
suplementadas con p-Tyr cultivadas en medio de glucosa alta que en células cultivadas en medio de glucosa 5 mM.
En células suplementadas con o-Tyr, la proteina o-Tyr fue significativamente mayor comparado con células
suplementadas con p-Tyr o m-Tyr, tanto en medio de glucosa normal como alta (Figura 7C).

Presencia arterial de o-Tyr y sus efectos en la vasoactividad

En otro experimento, las aorta toracica descendente y abdominal y arterias femorales de ratas no tratadas fueron
retiradas, limpiadas y usadas para su evaluacion, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Las
secciones se hidrolizaron inmediatamente para hacer el analisis HPLC o se usaron para los estudios de la
reactividad vascular. El contenido de o-Tyr de la linea de fondo de animales en ayuno (como una medida del estrés
oxidativo) de diferentes vasos mostré6 un orden de rango de aorta toracica > aorta abdominal > arteria femoral
(Figura 8, panel B, barras negras) y la respuesta a la insulina mostré un orden de rango opuesto de aorta toracica <
aorta abdominal < arteria femoral (Figura 8, panel C, barras negras; las diferencias fueron significativas).

El impacto de la suplementacion en los niveles de meta- y orto-tirosina en la pared vascular

En este experimento a las ratas les fueron administrados para-, meta- u orto-tirosina. Después de un mes de
tratamiento, los animales o bien se sacrificaron o bien se les interrumpioé la suplementacién (periodo "de lavado") y
se sacrificaron cuatro semanas después (Figura 8, panel A). Después de un mes de tratamiento con p-, m-, o-Tyr y
vehiculo los inventores midieron el contenido de tirosina de la parte toracica y abdominal de la aorta y las arterias
renal y femoral. En cada arteria examinada los inventores observaron un nivel de o-Tyr significativamente mas alto
en el grupo tratado con o-Tyr comparado con el grupo control (Figura 8, panel B, barras blancas). Sin embargo, en
este experimento no se encontré ninguna diferencia significativa entre el contenido de m-Tyr de los diferentes grupos
(no se muestran los datos).

Los inventores determinaron si la suplementacién sostenida in vivo de ratas con o-Tyr no tenia ningun impacto en la
relajacion inducida por insulina ex vivo. Los inventores obtuvieron una respuesta significativamente menor frente a la
insulina en la aorta abdominal y arteria femoral de ratas tratadas con o-Tyr (Figura 8, panel C, barras blancas)
comparado con el vehiculo (barras negras) o los grupos tratados con p-Tyr (barras grises). En la aorta toracica, no
hubo diferencias significativas entre los grupos de control y tratados con o-Tyr. En contraste, los inventores
encontraron una mayor relajacion en la respuesta frente a la insulina en la aorta toracica aislada de ratas tratadas
con p-Tyr comparado con otros grupos (Figura 8C). Cuatro semanas después de la discontinuacion de la
suplementacién de tirosina (8% semana) se evaluaron los contenidos de o- y m-Tyr de los mismos vasos. No hubo
diferencia significativa entre el contenido de o- y m-Tyr de los diferentes grupos (no se muestran los datos).

Incorporacién de para-, meta- y orto-tirosina en las proteinas celulares de células endoteliales

Las hormonas producen el efecto vasoactivo induciendo la respuesta de las células endoteliales. Por tanto, los
cambios de la composicion del aminoacido de estas células pueden tener una funcién clave. En un experimento
agudo, 30 minutos de incubacién con los respectivos aminoacidos no condujeron a un cambio significativo en el
contenido de p-, m-y o-Tyr de la proteina celular (Figura 9A, By C).

En las proteinas celulares de ECs cultivadas en m-Tyr durante 7 dias, hubo un contenido mas alto relativo de m-Tyr
comparado con células suplementadas con p-Tyr o control (Figura 10 B). De forma similar, en las proteinas de
células tratadas con o-Tyr se midié un contenido mas alto de o-Tyr comparado con ECs de p-Tyr o control (Figura 10
C). Las cantidades de p-Tyr relativas apenas reflejaron cambios en el contenido de m- y o-Tyr (Figura 10 A).

El impacto de la suplementacién con para-, meta- y orto-tirosina en la vasorelajacién inducida por insulina

Después de un mes de tratamiento (Figuras de 11 a 14, Paneles A), y un mes de lavado posterior (Paneles B) y en
un experimento agudo, es decir, después de 30 minutos de incubacion (Paneles C) se evaluaron la vasorelajacion
provocada por insulina en el segmento toracico y abdominal de la aorta y en las arterias renal y femoral (Figuras de
11 a 14). En la aorta toracica, que mostré el nivel mas alto de o-tyr reflejando el estrés oxidativo intravascular-
intramural mas alto entre los cuatro vasos estudiados (Figura 8, panel B, barras negras), los inventores no
observaron ninguna bajada significativa posterior de la respuesta frente a insulina con suplementacién por m-, o o-
Tyr en la semana 4 (Figura 11A). En contraste, hubo una respuesta de vasorelajacion mas alta frente a la insulina en
la aorta toracica del grupo suplementado con p-Tyr comparado con los otros grupos sugiriendo una auténtica
competicién entre los aminoacidos (Figura 11A). Los inventores observaron que la respuesta disminuia
significativamente frente a insulina en el segmento del estado oxidativo mas bajo (aorta abdominal y arterias
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femorales, véase Figura 8 panel B) de animales suplementados con m- y o-Tyr comparado con los animales control
(Paneles A de las Figuras 12, 13 y 14). Ademas, en estas arterias los inventores no pudieron detectar ninguna
diferencia significativa entre el control y p-Tyr y entre los grupos m- y o-Tyr (Figuras 12A, 13A y 14A). Los efectos
cronicos fueron completamente abolidos mediante 4 semanas de lavado (Panel B de las Figuras 11, 12, 13 y 14) en
todos los segmentos.

En el experimento agudo, después de 30 minutos de incubacién con los respectivos aminoacidos, la vasorelajacion
permanecio6 invariable (Paneles C de las Figuras 11, 12, 13 y 14).

Los valores de logECsy calculados de estos experimentos en la semana 42 (suplementacion con p-, m- y o-Tyr
cronico) se representan en la Figura 15.

Inversion del efecto de meta- y orto-tirosina enddgena por la suplementacion con para-tirosina en experimentos de
vasorelajacion inducida por insulina en la aorta toracica

Como se observa en la Figura 15, la suplementacién con p-Tyr crénica ha conducido a una mayor vasorelajacion en
la aorta toracica cuando se compara con los mismos vasos de los animales control (obsérvese la diferencia
significativa entre la columna negra y primera gris de la aorta toracica en la Figura 15). Este dato sugiere que incluso
en los animales control, hay un estrés oxidativo de fondo crénico que da como resultado una menor respuesta de
insulina que puede ser parcialmente revertida mediante la administracién de p-Tyr.

Parece que el nivel de o-Tyr es el mas alto en la aorta toracica lo que esta en relacion con la resistencia hormonal.
Por lo tanto, se sugiere por este experimento que el suministro en la aorta toracica de p-Tyr resulta en un reemplazo
parcial de o-Tyr y una mejor vasorelajacion. Esto funciona como modelo del efecto relacionado con la inversion de la
resistencia hormonal causada por el estrés oxidativo en la aorta.

En otro experimento propuesto similar realizado in vivo se lleva a cabo la suplementacién de ratas con o-Tyr y p-Tyr
y se examina la respuesta frente a insulina en los mismos segmentos arteriales aislados. Se espera que la menor
respuesta frente a insulina se invierta. Los efectos metabdlicos de la suplementacién con m- y o-Tyr también podrian
ser estudiados usando visualizacion funcional. También, los potenciales efectos beneficiosos de la suplementacién
con p-Tyr podrian investigarse en ratas hipertensas espontaneas, ratas diabéticas obesas Zucker, ratas con
minibombas de angiotensina-Il o ratas que sufren nefrectomia 5/6.

Efecto del tratamiento antioxidante a corto plazo en la vasorelajacion inducida por acetilcolina

Se realizaron experimentos de vasorelajacion con acetilcolina. Para el caso de la vasorelajacion inducida por
acetilcolina, los inventores encontraron una diferencia significativa entre los diferentes segmentos vasculares, es
decir, la vasorelajacion por Ach fue la mas facil de lograr en las arterias femorales, la respuesta frente a Ach fue
significativamente menor en la aorta abdominal e incluso inferior en la toracica. El tratamiento con SOD y catalasa
dio como resultado un cambio pequefio pero significativo en el caso de la aorta toracica y la arteria femoral, sin
embargo la diferencia en los valores de ECs de los diferentes segmentos permanecio significativa (Figura 16). Estos
datos sugieren que la diferencia sustancial en la vasorelajaciéon inducida por acetilcolina queda igual después del
tratamiento con SOD+CAT, por tanto este no es un estrés oxidativo agudo que regula la vasorelajacion.

Este experimento se continla mediante suplementacion con Tyr en analogia con el programa descrito en la seccion
anterior "El impacto de la suplementacién con para-, meta- y orto-tirosina en la vasorelajacion inducida por insulina"
y se espera un efecto similar.

Absorcién de la 2-desoxi-D-glucosa marcada con isétopo en células 3T3-L1 por eritropoyetina (EPO)

En un experimento anterior los inventores encontraron un aumento de la fosforilacion de Akt y el consecuente
aumento de la absorcidon de glucosa en adipocitos 3T3-L1. En el presente experimento, los inventores midieron la
absorcion de la 2-desoxi-D-glucosa marcada con isétopo en células 3T3-L1 en presencia de para- y orto-Tyr a varias
concentraciones de EPO (Figura 17). Los inventores encontraron que la absorcion de glucosa inducida por EPO en
presencia de orto-tirosina se inhibia comparada con el control de para-Tyr.

Fosforilacion de Akt en la sefializacién de eritropoyetina

Una alteracion en la fosforilacion de Akt debido a un posterior efecto de EPO se ha estudiado en adipocitos 3T3-L1
por transferencia Western en presencia de para-, orto y meta-tirosina (Figura 18). La presencia de orto- y meta-Tyr
en el medio inhibié el aumento normal en la fosforilacion de Akt.

Programacién de un régimen de tratamiento con p-Tyr

Como ejemplo, un paciente dislipidémico con riesgo de sindrome metabdlico y un indice de masa corporal de, por
ejemplo, 29 atiende al control médico regular. Se comienza con terapia con para-L-Tirosina con una aportacion
diaria de 600 mg en tres dosis de 200 mg cada una. Los niveles de p-Tyr, o-Tyr y m-Tyr en suero y urinarios se
miden cada dos semanas junto con los parametros de sangre habituales incluyendo insulina en suero y glucosa. Se
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propone una dieta baja en glucosa y baja en grasas, y es mantenida por el paciente. La dosis de p-Tyr se aumento
en el conocimiento de los resultados a un nivel eficaz.

Como un ejemplo mas, un paciente varén atiende al control médico con una queja de alta presién arterial y un
aumento de estrés en su rutina regular diaria en el ultimo mes. En esta situacion el paciente aumento la toma de
cafeina y azucar. Su nivel de proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hsCRP) se mide también como su insulina en
suero, y el nivel de glucosa en plasma. Cada valor medido se encontrd cercano al limite superior del intervalo normal
mientras que la glucosa en plasma ligeramente lo excedié. La terapia con p-Tyr se comenzd con una aportacion
diaria de 3 g (tres veces de dosis de 1 g) y en un mes todos los parametros se midieron de nuevo y se encontré que
disminuyeron algo. La terapia de p-Tyr disminuyd y en un mes mas los valores volvieron al intervalo medio normal.
La terapia con p-Tyr continué con una aportacion diaria de 1,5 g en tres dosis.

Aplicabilidad industrial

La presente invencién proporciona compuestos, formulaciones y métodos para uso en el tratamiento de trastornos
de resistencia hormonal y trastornos de estrés oxidativo crénico.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado a partir de para-L-Tirosina (p-Tyr) y p-OH-fenil-piruvato, o sus sales
farmacéuticamente aceptables, para uso en un sujeto en la prevencion, la mejora o el tratamiento de una condicion o
trastorno debido a resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo, en donde dicho p-OH-fenil-piruvato se
metaboliza en p-Tyr en dicho sujeto.

2. El compuesto para uso de la reivindicaciéon 1, en donde el sujeto es un sujeto con una enfermedad de estrés
oxidativo.

3. El compuesto para uso de la reivindicacion 1 6 2, en donde el estrés oxidativo se caracteriza por:

- un nivel mayor de meta-Tirosina (m-Tyr) y/u orto-Tirosina (o-Tyr) en un fluido corporal de dicho sujeto, en donde el
fluido corporal se selecciona a partir de suero, plasma, orina, saliva, jugos, lagrimas o en un tejido de dicho sujeto en
donde el tejido se selecciona de tejido adiposo, musculo, muestras de biopsia del rifién o del higado.

4. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la resistencia hormonal es diferente
de la resistencia a leptina.

5. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho compuesto es para uso en la
prevencién de una condicién o trastorno debido a resistencia hormonal inducida por estrés oxidativo y que se
administra antes del inicio de dicha condicion o trastorno, en donde preferiblemente el sujeto esta expuesto a estrés
oxidativo o predispuesto a dicha condicion o trastorno.

6. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha resistencia hormonal es la
resistencia a la insulina.

7. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha resistencia hormonal es la
resistencia a la eritropoyetina.

8. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha resistencia hormonal es la
resistencia a la acetilcolina.

9. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicha condicién se selecciona de
hipertension, estrés oxidativo en tejido adiposo o en adipocitos, anemia, anemia cronica, isquemia, enfermedades
vasculares, enfermedad renal cronica (ERC), enfermedad crénica cardiaca (ECC), estrés oxidativo del rifdn,
sindrome de apnea obstructiva del suefio, malignidades relacionadas con la resistencia hormonal o cualquier
condicién que sea una consecuencia de estas.

10. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde la resistencia hormonal esta inducida
por estrés oxidativo via la formacion de o-Tyr y/o m-Tyr y via la incorporacién de dicha o-Tyr y/o m-Tyr en proteinas
celulares, preferiblemente en al menos una proteina celular de la ruta de sefalizacion intracelular de una hormona
cuya resistencia a dicha condicién esta relacionada con ésta.

11. El compuesto para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde la hormona actua via la
ruta de la fosfatidilinositol 3-quinasa(PI3K)/AKT.

12. El compuesto para uso de la reivindicacién 10, en donde dicha al menos una proteina se selecciona de la parte
intracelular de un receptor de dicha hormona, receptor de insulina IRS1, IRS2, PD3K, PDK1, Akt y GLUT4.

13. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en donde la prevencion, la mejora o el
tratamiento de dicha condicion comprende un régimen personalizado dirigido a dicho sujeto en donde la
administracion de dicho compuesto al sujeto se continia durante al menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 dias, mas
preferiblemente durante al menos un mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses o al menos
durante medio afio o al menos 1 afio o al menos 2 afios 0 al menos 3 afos o al menos 5 afios o al menos 10 afios o
toda la vida.

14. Una formulacién que comprende un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
para uso en un sujeto en la prevencion, la mejora o el tratamiento de una condicién debido a resistencia hormonal
inducida por estrés oxidativo, siendo seleccionada dicha formulacion de una composiciéon farmacéutica y un
medicamento.

15. Una formulacién que comprende un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
para uso en un sujeto en la prevencion, la mejora o el tratamiento de una condicién debido a resistencia hormonal
inducida por estrés oxidativo, siendo seleccionada dicha formulacion de un suplemento dietético, producto
nutracéutico, alimento funcional, alimento y una composicion con una propiedad saludable.
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Arteriarenal
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Arteria femoral
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