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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden aminoacidos con actividad proangiogénica

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones con actividad proangiogénica adecuadas para tratar la hipoxia tisular
en mamiferos. Mas especificamente, la presente invencién se refiere al uso de composiciones con actividad
proangiogénica que comprenden aminoacidos naturales y no naturales para prevenir, mejorar y tratar la hipoxia tisular
en un sujeto de edad avanzada.

Técnica anterior

La hipoxia es una afeccion patologica caracterizada por una baja oxigenacion de una region de tejido, érgano u
organismo y, por lo tanto, la demanda de oxigeno en la zona en cuestion no se puede cumplir plenamente. Un aumento
de la demanda metabdlica en la zona en cuestion, una reduccion parcial o total de la irrigacion sanguinea debido a la
pérdida o a la obstruccion parcial o total de los vasos sanguineos, una reduccion de la cantidad de oxigeno
transportado por la hemoglobina o la cantidad de oxigeno en la propia hemoglobina se encuentran entre las causas
mas frecuentes de la hipoxia. En particular, el término hipoxia tisular se utiliza para indicar un fenédmeno hipdxico
limitado a un tejido determinado.

Los sujetos mas expuestos a este estado patolégico son los ancianos, debido al hecho de que la vejez provoca la
reduccion natural de los vasos sanguineos y/o de la velocidad del flujo sanguineo, especialmente en relacién con el
musculo cardiaco y el cerebro. De hecho, se ha demostrado que en una persona de edad avanzada se reduce el
numero, la flexibilidad y la arborizacién de los vasos, mientras que el espesor de la pared del vaso aumenta, de modo
que se reduce el volumen del conducto. Esto conduce a una mala perfusién sanguinea y a menor aporte de oxigeno,
que son principalmente las causas fundamentales de los problemas vasculares y cerebrovasculares observados en
estos sujetos. La hipoxia tisular también se puede observar, en algunas formas, en sujetos no ancianos, por ejemplo,
sujetos afectados por estenosis, es decir, estrechamiento de los vasos sanguineos, de forma que se obstaculiza el
flujo sanguineo normal.

Una opcion para el tratamiento de sujetos afectados por hipoxia tisular consiste en mejorar el flujo sanguineo al tejido
induciendo la formacion de nuevas células de la sangre, o el "brote" de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes, lo que se denomina "angiogénesis" o "neoangiogénesis "; generalmente, las intervenciones
terapéuticas destinadas a inducir el crecimiento del numero de vasos sanguineos se identifican como "angiogénesis
terapéutica". En la actualidad, los tratamientos mas usados en el campo de la angiogénesis terapéutica se basan en el
uso de proteinas o factores de crecimiento, tales como, por ejemplo, FGF y VEGF. Sin embargo, tales tratamientos
tienen algunos efectos adversos dificiles de soportar para un sujeto de edad avanzada.

En algunos casos, se tratd a los sujetos de edad avanzada usando las preparaciones médicas que se consideran
angiogenéticas de una manera aguda y durante un periodo de tiempo corto. Por ejemplo, en condiciones
postoperatorias se considera necesaria la administracion intraarterial, intravenosa, intramuscular de tales sustancias:
este tipo de tratamiento puede contribuir a la mejora de las afecciones médicas generales del paciente, pero puede ser
al mismo tiempo una fuente de incomodidad para el sujeto de edad avanzada debilitado y no intervenir en la necesidad
de revascularizacion del tejido dafiado.

Esta claro que en el sujeto de edad avanzada, la funcionalidad reducida del musculo cardiaco y de las actividades
cerebrales, parcialmente en funcién de la reduccién de la cantidad de oxigeno proporcionado a través de la irrigacion
sanguinea, podrian beneficiarse de un proceso angiogénico a largo plazo. Por lo tanto, surge la necesidad de nuevas
composiciones incluso administradas durante largos periodos de tiempo, por tanto, preferentemente, para uso cronico,
administrandose dichas composiciones por medios no invasivos, particularmente medios orales, y, sobre todo,
facilmente soportables por los sujetos de edad avanzada, y que son capaces de activar un proceso angiogénico
efectivo en las regiones mas privadas, tales como el corazon y el cerebro.

Una composicién de aminoacidos que comprende prolina, glicina, lisina, leucina, isoleucina, treonina, valina,
fenilalanina, histidina, triptéfano, metionina, tirosina y cist(e)ina para su uso en terapia para la curacion de heridas y
lesiones en el campo oftalmico se divulga en el documento WO-A-03/013487.

Objetivos y sumario de la invencién

La presente invencion tiene el objetivo de proporcionar nuevas composiciones para un tratamiento profilactico y
terapéutico, preferentemente, pero no exclusivamente, destinado a sujetos de edad avanzada, de trastornos
vasculares y angiogénicos. Dicho objetivo se consigue a través de la solucion técnica descrita en las reivindicaciones
expuestas mas adelante en el presente documento.

En una realizacion, la composicion descrita en el presente documento es particularmente util en el tratamiento
profilactico y terapéutico de trastornos angiogénicos determinados por condiciones de hipoxia tisular y comprende una
mezcla de aminoacidos en forma libre adecuados para su uso durante un largo periodo de tiempo.
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De hecho, los inventores encontraron que la combinacién de algunos aminoacidos libres es sorprendentemente eficaz
en la estimulacion de procesos de angiogénesis o neoangiogénesis en mamiferos, es decir, el aumento de la
vascularizacion y la oxigenacion local. En una aplicacion preferida, dicha mezcla mejora la perfusion de sangre en
sujetos afectados por hipoxia tisular, en particular en sujetos ancianos.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a composiciones basadas en aminoacidos que tienen actividad
proangiogénica en mamiferos que tienen, como ingredientes activos principales, los aminoacidos de cadena
ramificada leucina, isoleucina y valina, treonina, lisina, histidina, fenilalanina, metionina, triptéfano, tirosina y cistina.

Una ventaja relacionada con el uso de las composiciones descritas en el presente documento reside en la alta
tolerabilidad de la composicién, que puede administrarse cronicamente. En una realizacion preferida, la administracion
se puede producir en un periodo de tiempo suficientemente largo para permitir el inicio y la continuacion del proceso
angiogénico, que se observa aproximadamente 60 dias después de comenzar el tratamiento.

Una ventaja sustancial de las composiciones objeto de la invencién esta representada por el simple uso de las mismas
para los pacientes tratados. Las composiciones se producen preferentemente, con o sin excipientes, de acuerdo con la
produccién conocida, en formulaciones adecuadas para administracion oral. En una realizacion preferida, las
composiciones descritas en el presente documento tienen un pH en soluciéon acuosa comprendido entre 6,5 y 8,5, con
o sin excipientes adecuados para la preparacién de comprimidos, capsulas, polvos, etcétera, a través de la cual se
pretende obtener un rendimiento farmacoldgico adecuado para administracion oral. Asimismo, las composiciones de
aminoacidos producidas, aun de acuerdo con técnicas de produccidn conocidas per se, para otros tipos de
administracion se consideraran comprendidas en el alcance de la invencion.

Una ventaja relacionada con el uso de la composicion descrita en el presente documento reside en el hecho de que el
uso de aminoacidos en forma libre permite la produccion de tales composiciones a un coste comparativamente
extremadamente bajo con respecto a la sintesis de proteinas y de factores de crecimiento, a través de procesos de
produccion conocidos per se y ampliamente utilizados en el campo de la preparacion de composiciones basadas en
aminoacidos libres. No obstante, el campo de aplicacién de la invencién puede también extenderse a los aminoacidos
obtenidos mediante ingenieria genética o cualquier otro procedimiento artificial.

Breve descripcion de las figuras

La invencion se describira a continuacion de una manera detallada, estrictamente a titulo de ejemplo y no limitante, con
referencia a las figuras adjuntas, en las que:

- lafigura 1 representa una comparacion de dos imagenes obtenidas por medio de un microscopio, con un aumento
de 40x, de las respectivas secciones semifinas (de aproximadamente 0,5 pm de espesor) de muestras de corazon,
respectivamente, de un animal tratado y no tratado con una mezcla de aminoacidos de acuerdo con la invencion;

- lafigura 2 representa una comparacion de dos imagenes obtenidas de muestras similares a las utilizadas para la
obtencién de las imagenes de la figura 1, pero con un aumento de 100x.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la invencion

Las composiciones segun la invencion comprenden, como ingredientes activos principales, los aminoacidos
ramificados leucina, isoleucina y valina. Las relaciones molares preferidas de isoleucina y valina, con respecto a un
mol de leucina, son las siguientes:

isoleucina: de 0,2 a 0,7, preferentemente de 0,4 a 0,6;
valina: de 0,2 a 0,8, preferentemente de 0,4 a 0,7.

Los inventores determinaron que la actividad de las mezclas crecié después de la adicidon de los aminoacidos treonina
y lisina a los aminoacidos de cadena ramificada. Con mayor detalle, las relaciones molares preferidas de estos
aminoacidos con respecto a un mol de leucina, son las siguientes:

treonina:  de 0,15 a 0,50, preferentemente de 0,2 a 0,45;
lisina: de 0,15 a 0,60, preferentemente de 0,3 a 0,55.

En particular, en la actualidad, los estudios realizados por los inventores han demostrado que las composiciones mas
eficaces son aquellas en los que, teniendo en cuenta la suma de leucina, isoleucina y valina igual a 1, en la proporcion
estequiométrica mencionada anteriormente, la suma de treonina y lisina esta comprendida entre 0,10 y 0,50 (es decir,
1:0,10 - 0,50), todavia de acuerdo con el peso molar, preferentemente entre 0,25 y 0,45 (es decir, 1:0,25 - 0,45).

Los estudios realizados por los inventores han demostrado ademas que tales composiciones son mas activas en
presencia de histidina, fenilalanina, metionina y triptéfano. Teniendo en cuenta la suma de leucina, isoleucina, valina,
treonina y lisina igual a 1, la cantidad total de los demas aminoacidos esenciales puede variar entre 0,02 a 0,25 (es
decir, 1:0.02.-0,25), preferentemente de 0,05 a 0,15 (es decir, 1:0,05-0,15), todavia indicados como la relacién molar.

La suma de la cantidad de treonina y lisina, todavia sobre la base del peso molecular, es preferentemente inferior con
respecto a la suma de las cantidades individuales de los aminoacidos ramificados usados, pero mayor con respecto a
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la suma de la cantidad de los demas aminoacidos esenciales utilizados en la mezcla. Adicionalmente, aln
preferentemente y sobre una base de peso molecular:

- la cantidad de lisina es inferior con respecto a las cantidades individuales de los aminoacidos ramificados, pero
mayor con respecto a las cantidades individuales de cada uno de los demas aminoacidos esenciales utilizados en
las mezclas (y, por lo tanto, incluso mayores que la suma de las cantidades individuales de tales otros aminoacidos
esenciales, sin considerar entre ellos la treonina);

- la cantidad de treonina es inferior con respecto a las cantidades individuales de lisina y de los aminoacidos
ramificados, pero mayor con respecto a las cantidades individuales de los demas aminoacidos esenciales
utilizados en las mezclas y, mucho mas preferentemente, mayor que la suma de las cantidades individuales de los
demas aminoacidos esenciales.

En el caso en que se use metionina, la actividad de las mezclas se aumenta mas proporcionando también la insercion
del aminoacido no esencial cistina (y/o cisteina) en la composicion, en una cantidad de moles al menos equivalente a
la de metionina y, preferentemente, comprendida entre 150 y 350 % de metionina.

Junto a los aminoacidos mencionados anteriormente, las composiciones descritas en el presente documento también
comprenden el aminoacido no esencial tirosina, cuya cantidad ideal debera estar comprendida entre 15 y 50 %,
preferentemente entre 20 y 35 %, de la cantidad de fenilalanina en moles.

Aunque las composiciones pueden, posiblemente, comprender otros aminoacidos con respecto a las descritas
anteriormente, la cantidad total de dicho otros aminoacidos no excedera del 20 % del total de los ingredientes activos,
y/o no superara el 10 % por cada dicho otro acido amino individual (aiin en peso molar). Adicionalmente, en particular,
al preparar las composiciones de acuerdo con la invencion, los aminoacidos serina, prolina, glicina, alanina, acido
glutamico y, sobre todo, arginina, preferentemente se evitan, dado que pueden ser contraproducentes o incluso
perjudiciales en algunos casos.

Los aminoacidos usados en la experimentacion que condujeron a la identificacion de las proporciones indicadas son
aquellos del tipo levogiro, correspondientes a los presentes en la naturaleza y que, por tanto, se deben considerar la
forma activa preferida. Sin embargo, los inventores comprobaron que también la forma racémica puede realizar la
misma actividad, aunque de una manera proporcionalmente menor. Asimismo, los derivados activos de los
aminoacidos indicados, en particular, las sales de los mismos, se consideraran, obviamente, incluidos dentro del
alcance de la presente invencion.

Otras especificaciones, en términos de cantidades y relaciones entre los diversos aminoacidos proporcionados por las
composiciones de actividad proangiogénica, estan contenidas en las reivindicaciones adjuntas, las cuales forman una
parte integral de la ensefianza técnica proporcionada en el presente documento en relacion con la invencion.

Aunque expresadas sobre la base de peso molecular (es decir, en moles), las proporciones indicadas son aplicables,
en términos generales, también en caso de calculo de acuerdo con el peso en gramos de los diferentes aminoacidos
indicados (sin embargo, teniendo en cuenta que la cantidad de lisina, expresada en gramos, puede por tanto ser mayor
con respecto a las cantidades individuales de isoleucina y valina).

A continuacion se presenta una demostracion, por medio de ejemplos no limitantes, de los efectos neoangiogénicos
producidos en mamiferos mediante la administracion crénica oral de una composicion de aminoacidos libres obtenidos
de acuerdo con la invencion. Dichos estudios se realizaron in vivo en ratones de edad avanzada. Teniendo en cuenta
que, en el caso de los seres humanos de edad avanzada, los 6rganos mas afectados por alteraciones de los vasos con
consecuencias considerables son el corazén y el cerebro, el estudio se centrd principalmente en la evaluacion
cuantitativa de los efectos de la administracion de la mezcla sobre la vascularizaciéon de la miocardio y de la corteza
cerebral.

1. MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

1.1 Animales y tratamientos

El estudio se realizé de conformidad con las Directrices Nacionales de Proteccion de Animales. Se usaron veinte
ratones C57BL/6 macho de edad avanzada (11 meses de edad, peso medio 28,3 * 2g al comienzo del tratamiento. Los
animales de edad avanzada se dividieron en dos grupos: grupo control (CA, n = 10) y grupo tratado con la mezcla de
aminoacidos (AA, n = 10). Los animales se mantuvieron en habitaciones con temperatura y humedad controladas, con
un ciclo de luz artificial/oscuridad de 12/12 horas (de 7 de la mafiana a 7 de la tarde). Los animales del grupo CA fueron
alimentados con una dieta estandar y con agua a demanda, mientras que los del grupo AA se suplementaron durante
90 dias en una dieta estandar y 1,5 g/kg/dia de la mezcla de los aminoacidos disueltos en agua. El peso de los
animales, el consumo de agua (grupo CA) y el consumo de la mezcla de aminoacidos disueltos en agua (grupo AA) se
midieron diariamente en cada grupo. Al final del periodo de tratamiento se anestesié profundamente a los animales y
se les sacrific6 mediante perfusion intraventricular usando glutaraldehido al 2,5 % y paraformaldehido al 4 % en PBS.
Se extrajeron el corazén y la corteza cerebral, se fijaron después en 1 % de OsO4en PBS y se incluyeron en araldita
(Sigma Chemical Co, Milan, Italia) segun las instrucciones del producto.
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Con el fin de evaluar el area y la densidad de los vasos en las muestras de corazén y de corteza cerebral, se realizaron
secciones semifinas de aproximadamente 0,5 im de espesor, se tifieron con azul de toluidina. Los datos se recogieron
con el microscopio 6ptico de los campos obtenidos al azar en diferentes niveles de tejidos. Las figuras adjuntas 1y 2
son imagenes de los campos respectivos obtenidos del corazén de un animal no tratado y de un animal tratado, a
diversos aumentos (40 x y 100 x, respectivamente).

En cuanto al corazén, se analizaron 30 campos en los animales control (CA) y 44 campos en los animales tratados
(AA), respectivamente.

En cuanto a la corteza cerebral, se analizaron 27 campos tanto en los animales control (CA) como en los animales
tratados (AA).

1.2 Morfometrias

Todas las mediciones se obtuvieron utilizando técnicas morfométricas estandar, como se describe, por ejemplo, en las
referencias bibliograficas 1), 2) y 3). Las siguientes mediciones se obtuvieron de cada uno de los campos examinados:

Corazon: area total del campo (ATot, um?), area del miocardio (AMi, um?), area del conjuntivo (ACo, um?), nimero
de vasos (NVa), area de la luz del vaso (AVa, pm?). Este dato se usé para calcular las relaciones ACo/ATot,
AVa/ATot, asi como el niumero de vasos por unidad de area (NVa por 1000 umz);

Corteza cerebral: area total del campo (ATot, um?), nimero de vasos (NVa), area de la luz del vaso (AVa, um?).
Este da’[o2 se uso para calcular las relaciones AVa/ATot, asi como el numero De vasos por unidad de area (NVa per
1000 um®).

1.3 Estadistica

Los datos morfométricos se expresaron como la media + SD. La significacion estadistica de la diferencia entre las
medias se evalud a través de la prueba t de Student. Una probabilidad inferior al 5 % se considerd significativa (P
<0,05). Adicionalmente, una prueba no paramétrica, la prueba de Mann-Whitney, se aplico fijando el intervalo de
confianza al 95 %.

2. RESULTADOS

La mezcla de aminoacidos utilizada, obtenida de acuerdo con los principios indicados anteriormente, se muestra en la
siguiente tabla:

TABLA 1

Aminoacido Peso molecular* g/100g % sobre el total| % en el grupo
L- Leucina 131,17 31,2500 31,25% 50,00%
L-Isoleucina 131,17 15,6250 15,63% 25,00%
L-Valina 117,15 15,6250 15,63% 25,00%
grupo ramificado 62,5000 62,50% 100,00%
L-lisina 146,19 16,2500 16,25% 65,00%
L-Treonina 119,12 8,7500 8,75% 35,00%
grupo de lisina + treonina 25,0000 25,00% 100,00%
L-histidina 155,16 3,7500 3,75% 46,88%
L-fenilalanina 165,19 2,5000 2,50% 31,25%
L-metionina 149,21 1,2500 1,25% 15,63%
L-triptéfano 204,23 0,5000 0,50% 6,25%
g(;;::"i’gn‘:‘:ee:e"c'a'es 8,0000 8,00% 100,00%
L-tirosina 181,19 0,7500 0,75%
L-cistina 240,30 3,7500 3,75%
composicion total 100,0000 100,00%

* de "Amino Acid, Nucleic Acids & Related Compounds - Specification/General Tests", 82 Edicion, Kyowa Hakko

Kogyo Co,, Ltd,

En la siguiente tabla, las cantidades de composicién en gramos de acuerdo con la Tabla 1 se expresan de acuerdo con
el peso molecular, es decir, en moles.
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TABLA 2

Aminoacido Peso molecular Mol % sobre el total |% en el grupo|
L- Leucina 131,17 0,23824 31,97% 48,55%
L-Isoleucina 131,17 0,11912 15,98% 24,27%
L-Valina 117,15 0,13338 17,90% 27,18%
grupo ramificado 0,49074 65,85% 100,00%
L-lisina 146,19 0,11116 14,92% 60,21%
L-Treonina 119,12 0,07346 9,86% 39,79%
grupo de lisina + treonina 0,18461 24,77% 100,00%
L-histidina 155,16 0,02417 3,24% 48,21%
L-fenilalanina 165,19 0,01513 2,03% 30,19%
L-metionina 149,21 0,00838 1,12% 16,71%
L-triptéfano 204,23 0,00245 0,33% 4,88%
crupo de asenclales 0,05013 6,73% 100,00%
L-tirosina 181,19 0,00414 0,56%
L-cistina 240,30 0,01561 2,09%
composicion total 0,74522 100,00%

Como se puede observar en la tabla 1, las relaciones en peso entre leucina, isoleucina y valina son, preferentemente,
equivalentes a 2:1:1. La Tabla 1 y la Tabla 2 también muestran que las cantidades individuales (peso en gramos o
moles) de histidina, fenilalanina, metionina y triptéfano preferentemente disminuyen (es decir, la cantidad de histidina
es mayor que la de fenilalanina, que es mayor que la de metionina, que es mayor que la de triptéfano) y la cantidad
(peso en gramos o moles) de cistina (y/o cisteina) es, preferentemente, mayor que la de tirosina. Después del
tratamiento, el peso medio, asi como el consumo medio diario de alimentos, agua o solucién acuosa y aminoacidos en
los dos grupos de animales (control y tratados) se resumen en la Tabla 3. No hubo variaciones significativas en el peso
corporal y en el consumo de liquidos y alimentos en los animales que recibieron el suplemento con la mezcla de
aminoacidos (animales tratados identificados con AA con respecto a los animales no tratados identificados con CA).

TABLA 3
CA (n=10) AA (n=10)
Peso corporal (g) 28 + 2,1 29,14 + 3,43
Consumo de alimentos (g/dia) 4,71+ 0,63 4,10 + 0,54
Consumo de agua (ml/dia) 6,36 + 1,54 -
Consumo de agua + mezcla de aminoacidos (ml/dia) - 5,72 £ 0,41

Sin embargo, se observé una variacion significativa de los parametros morfométricos de los tejidos cardiaco y de la
corteza cerebral con respecto a los animales control de la misma edad en los animales tratados con una mezcla de
aminoacidos.

Los resultados en cuanto el corazén se muestran en la Tabla 4, en la que se proporcionaron los datos relativos a la
comparacion entre las medidas morfométricas obtenidas de secciones semifinas del corazén de animales control (CA)
y tratados (AA) de edad avanzada. Tabla 5 muestra los resultados con respecto a la comparacion entre las mediciones
morfométricas obtenidas de secciones semifinas de la corteza cerebral de animales control (CA) y tratados (AA) de
edad avanzada.

TABLA 4 - Corazén -** = p<0,01

CA (n =30) AA (n =44) A%
Area total im” (ATot) 720.000,00 1.007.343,75 -
Numero total de vasos (NVa) 1648 3,070 -
Area total del miocardio im? (AMi) 686.562,50 984.062,50 -
Area total del conjuntivo im? (ACo) 33.437,50 23.281,25 -
Area total de los vasos (luz) im? (AVa) 8.087,50 61.843,75 -
ACo/ATot 0.05 £ 0.01 0,03 £0,01 ** -40
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(continuacion)

CA (n=30) AA (n =44) A%

NVa por 1000 pm? 2,29+0,54 3.05+0.53 * +33
AVa/ATot 0,011 £0,003 | 0,06 £0,015** | +465

Después del tratamiento utilizando la mezcla de aminoacidos en sujetos de edad avanzada del grupo de AA hay una
reduccion de la relacién de ACO/ATot de un 40 %, lo que indica una reduccion de la fibrosis. Por encima de todo, a
nivel del vaso se produce un aumento del 33 % de la densidad por unidad de superficie (NVa por 1000 pmz) asociado
a un aumento de aproximadamente un 465 % significativo de la relacion entre el area de la luz del vaso y el area total
examinada (AVa/ATot).

Las imagenes de las figuras 1 y 2 permiten una observacion visual inmediata de la capacidad considerable de la
mezcla para inducir la vascularizacion de los tejidos examinados: junto con el incremento del nimero de capilares, las
imagenes también muestran un aumento considerable de la luz de los mismos en los animales tratados de edad
avanzada, con respecto a los animales no tratados.

TABLA 5 — Corteza cerebral -** = p<0,01

CA (n=27) AA (n=27) A%
Area total pm? (ATot) 648.437,50 649.218,75 -
Numero total de vasos (NVa) 166 292 -
Area total de los vasos (luz) pm® (AVa) 2,381.25 5.562,50 -
NVa por 1000 im” 0,26 £ 0,14 0,45+0,13 ** +72
AVa/ATot 0,004 £ 0,002 | 0,01 +£0,002* | +125

Existe un aumento aproximado del 70 % de la densidad de los vasos por unidad de area (NVa por 1000 pmz) asociado
a un incremento aproximado de 125 % de la relaciéon entre el area de la luz del vaso y el area total examinada
(AVa/ATot).

Por lo tanto, el tratamiento prolongado de sujetos de edad avanzada utilizando la mezcla descrita permitié aumentar la
vascularizacién, mejorando por lo tanto la profusion de la sangre y, del mismo modo, la funcionalidad del corazén y de
la corteza cerebral. Esto demuestra que las mezclas obtenidas de acuerdo con la invencion tienen una actividad
proangiogénica significativa en mamiferos de edad avanzada.

En conclusién, la composicién de aminoacidos libres propuesta en la presente invenciéon encuentra aplicacion en el
campo de la angiogénesis terapéutica, como una alternativa a las opciones terapéuticas ya en uso. Las composiciones
de la presente invencion son adecuadas para el tratamiento de alteraciones/trastornos vasculares y angiogénicos,
especialmente los relacionados con la hipoxia tisular.

Aunque la actividad de la mezcla se analizd con referencia particular al corazén y al cerebro, los principios de la
invencion se consideraran aplicables también a otros érganos, con fines angiogénicos terapéuticos o preventivos.

Las composiciones de acuerdo con la invencion se proporcionan para el uso cronico o prolongado, es decir, con la
administracion extendida preferentemente durante al menos 60 dias, de una manera tal que estimulan la formacién de
nuevos vasos a lo largo de todas las etapas del proceso angiogénico y destinadas particularmente a los ancianos, es
decir, los sujetos mas afectados por la reduccion del niumero de vasos sanguineos. Las composiciones de acuerdo con
invencién encuentran uso especifico en sujetos de edad avanzada, pero pueden ser beneficiosas también para sujetos
que no son de edad avanzada afectados por trastornos de la vascularizacién, por ejemplo en presencia de estenosis u
otros trastornos angiogénicos.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende leucina, isoleucina, valina, treonina, lisina, histidina, fenilalanina, metionina, triptéfano,
tirosina y cistina para su uso en el tratamiento de trastornos angiogénicos mediante la promocién de la angiogénesis o
de la neoangiogénesis en un sujeto, particularmente, pero no exclusivamente, un sujeto de edad avanzada.

2. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dichos trastornos angiogénicos se
seleccionan de hipoxia y estenosis.

3. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que composicién es adecuada para
administracion oral.

4. Composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
composicion es adecuada para administracion crénica durante un largo periodo de tiempo.

5. Composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que

- la relacion molar leucina:isoleucina esta comprendida en el intervalo de 1:0,2 - 0,7, preferentemente entre 1:0,4 -
0,6, y/lo
- la relacién molar leucina:valina esta comprendida en el intervalo de 1:0,2 - 0,8, preferentemente entre 1:0,4 - 0,7.

6. Composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que

- la relacién molar leucina:treonina esta comprendida en el intervalo de 1:0,15 - 0,50, preferentemente entre 1:0,20
- 0,45, y/lo

- la relacién molar leucina:lisina esta comprendida en el intervalo de 1:0,15 - 0,60, preferentemente entre 1:0,30 -
0,55.

7. Composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la relacién
en peso de leucina:isoleucina:valina es sustancialmente equivalente a 2:1:1.

8. Composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que para una
cantidad total de leucina, isoleucina y valina equivalente a un mol, la treonina y la lisina estan en una relacién molar
total con respecto a leucina, isoleucina y valina comprendida entre 0,10 y 0,50 (1:0,10 - 0,50), preferentemente entre
0,25y 0,45 (1:0,25 - 0,45).

9. Composicioén para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que para una
cantidad total de leucina, isoleucina, valina, treonina y lisina equivalente a un mol, histidina, fenilalanina, metionina y
triptéfano estan en una relaciéon molar total con respecto a la leucina, isoleucina, valina, treonina y lisina comprendida
entre 0,02 y 0,25 (1:0,02 - 0,25), preferentemente entre 0,05 y 0,15 (1:0,05 - 0,15).

10. Composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha
composicion comprende metionina y cistina, estando la relacion molar de metionina:cistina y/o cisteina comprendida
en el intervalo de 1:1 - 3,5.

11. Composicioén para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la relacion
molar fenilalanina:tirosina esta comprendida en el intervalo de 1:0,15 - 0,5, preferentemente de 1:0,2 - 0,35.

12. Composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha
composicion esta libre de arginina.

13. Composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha
composicion esta libre de serina, prolina, glicina, alanina, acido glutamico.



ES 2569232 T3

Fig. 1

Aumento 40x

Grupo de ratones no tratados de edad avanzada CA
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Fig. 2

Aumento 100x

CA

Grupo de ratones no tratados de edad avanzada

Grupo de ratones tratados de edad avanzada AA
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