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DESCRIPCION
Método para extender la esperanza de vida y retrasar la aparicion de enfermedad relacionada con la edad
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencidon es pertinente al uso no terapéutico de una cantidad efectiva de una composicién de
Oxaloacetato para reducir la grasa corporal en un organismo, y una cantidad efectiva de Oxaloacetato para su uso
en el tratamiento del cancer, la artritis y el endurecimiento de las articulaciones, tal como se define en las
reivindicaciones. En este contexto, la divulgacion se relaciona con la administracion de Oxaloacetato para
sobrerregular y subregular la expresién (es decir, la activacion de genes) de los mismos genes beneficiosos que son
activados en la restriccion caldrica. Los genes son activados mediante la imitacién de las mismas condiciones
intracelulares como se ven en la restriccion calérica, pero sin la necesidad de reducir el consumo calérico.

Descripcion de la técnica relacionada

Se han hecho muchos intentos para extender la esperanza de vida en organismos unicelulares y animales
multicelulares. Estos intentos han incluido diversas intervenciones basadas nutricionalmente, suplementos
vitaminicos, suplementos antioxidantes, ejercicio, hormonal, productos farmacéuticos y otros paradigmas (Lane, M.
et al. Nutritional Modulation of aging in nonhuman primates, 1999 The Journal of Nutrition, Health & Aging, Vol. 3,
No. 2 pp 69-76). Mientras que estos intentos a veces resultan en una mejor salud, en los ultimos 70 afos, soélo la
activacion de genes beneficiosos ha provocado un incremento en la esperanza de vida. Han sido probados tres
métodos de activacion de genes beneficiosos para extender la esperanza de vida media y maxima: 1) la activacion
de genes por la restriccion caldrica (CR); 2) ciertos tipos de animales que recibieron ingenieria genética (la adicién o
eliminacion artificial de genes); y 3) el uso de productos quimicos que activan el gen Sir2 bajando las constantes de
Michaelis, Km, de las enzimas Sir-2 para el cosustrato NAD+[24]. La CR es la limitaciéon de las calorias totales
derivadas de hidratos de carbono, grasas, o de proteinas a un nivel de 25% a 60% por debajo de la de los animales
de control alimentados ad libitum (Koubova et al, How does calorie restriction work? 2003 Genes & Development.
Vol. 17 pp 212-221). El éxito en la ampliacion de la esperanza de vida con la activacion de genes por CR incluye un
amplio rango de diferentes organismos, que incluyen la levadura, rotiferos, lebistes, arafas, moscas de la fruta,
hamster, ratas, ratones y ahora esta indica a extender la esperanza de vida de los primates (Lane et al.; Koubova et
al.; Lane et al, Short-term calorie restriction improves disease-related markers in older male rhesus monkeys
(Macaca mulatta) 1999 Mechanisms of Ageing and Development Vol. 112 pp 185-196). El éxito en la ampliaciéon de
la esperanza de vida con la ingenieria genética ha sido exitoso en la levadura, gusanos, moscas de la fruta y ratones
(Hekimi, S. et al, Genetics and the Specificity of the Aging Process, Science. 2003 Feb 28;299(5611):1351-4.
Review; Guarente, L. SIR2 and aging- the exception that proves the rule, Trends Genet. 2001 Jul;17(7):391-2;
Tissenbaum, H et al. Increased dosage of a sir-2 gene extends lifespan in Caenorhabditis elegans, 2001 Nature Vol
410 pp 227-230; Lin, S et al, Requirement of NAD and SIR2 for Life-Span Extension by Calorie Restriction in
Saccharomyces cerevisiae 2000 Science Vol. 289 pp 294-297; Lin, S et al, Calorie restriction extends
Saccharomyces cerevisiae lifespan by increasing respiration 2002 Nature, Vol. 110 pp 244-248; Guarente, L. Mutant
mice live longer, 1999 Nature Vol. 402 pp 243-245). El éxito en la ampliacién de la esperanza de vida con productos
quimicos que reducen la constante de Michaelis de las enzimas para NAD se ha demostrado en levaduras y
gusanos (Howitz et al., Small molecule activators of sirtuins extend Saccharomyces cerevisiae lifespan, Nature 425:
191-196; Wood et al., Sirtuin activators mimic caloric restriction and delay ageing in metazoans, Nature, Volume 430,
5 August 2004). En todos los casos, la ampliacion de la esperanza de vida requiere la activacion de genes
beneficiosos.

Es significativo que la CR trabaja en una amplia gama de organismos tales, desde los unicelulares hasta los muy
complejos (incluyendo primates). El amplio rango de éxito de la CR indica que el proceso de extension de la vida se
basa en los efectos dentro de las células individuales de los organismos, y que el proceso que permite la extension
de la esperanza de vida se preserva entre especies. En roedores, la extensidon en la esperanza de vida puede
acercarse al 50% (Koubova et al.). Esta esperanza de vida tiene un precio, sin embargo, ya que el organismo
necesita ser alimentado por lo menos 25% menos calorias de lo que consumiria normalmente.

Los beneficios de la CR son numerosos. Ademas de la extensidn de la esperanza de vida, también se retrasan los
inicios de las enfermedades relacionadas con el envejecimiento, llevando a un organismo mas saludable por mas
tiempo. En los mamiferos, la CR retrasa toda la enfermedad renal, enfermedad autoinmune y la diabetes. La CR
reduce la pérdida de neuronas asociada con la edad en modelos de ratéon de la enfermedad de Parkinson y la
enfermedad de Alzheimer (Koubova et al.). También se observa que incluso la CR moderada disminuye el riesgo de
cancer en mamiferos (Mai, V. Even Moderate Caloric Restriction Lowers Cancer Risk in Mice, Experimental Biology
Conference 2002 April 23 meeting). Ademas, se han observado que los mamiferos con CR tienen menos grasa
corporal (Picard, et al., Sirt1 promotes fat mobilization in white adipocytes by repressing ppar gama, Nature, Vol. 429,
17 June 2004.). Ha sido demostrado que la CR mejora la reparacion del ADN en la piel y otros tejidos después de la
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exposicion a la luz ultravioleta (Lipman et al, "The influence of dietary restriction on DNA repair in rodents: a
preliminary study”, Mech Ageing Dev 1989: 48: 135-43; Weraarchakul et al, "The effect of aging and dietary
restriction on DNA repair", Exp Cell Res 1989; 181:197-204; Licastro et al, "Effect of dietary restriction upon the age-
associated decline of lymphocyte DNA repair activity in mice", Age 1988: 11: 48-52; Srivastava et al, "Decreased
fidelity of DNA polymerases and decreased DNA excision repair in aging mice: Effects of caloric restriction", Biochem
Biophys Res Commun 1992: 182: 712-21; Tilley et al, "Enhanced unscheduled DNA synthesis by secondary cultures
of lung cells established from calorically restricted aged rats", Mech Ageing Dev 1992: 63" 165-76). La reparacion del
ADN es critica para la reparacién de la piel y para prevenir el envejecimiento de la piel. También reduce la incidencia
de cancer de piel. Los estudios de humanos sometidos a CR durante 3 a 15 afios han demostrado que reduce el
riesgo para la aterosclerosis, junto con reducciones en la glucosa en ayunas, insulina en ayunas, los niveles de Hs-
CRP, presion arterial sistélica y diastdlica, los triglicéridos, el colesterol total y colesterol LDL en comparacion con
controles equivalentes emparejados por edad (Fontana, et al, "Long-term calorie restriction is highly effective in
reducing the risk for atherosclerosis in humans, PNAS, April 27, 2004, Vol.101, no. 17, pp 6659-6663).

Los beneficios de la CR no se deben a antioxidantes de dieta, asi como agentes unicos o combinaciones de
antioxidantes no producen un incremento en la esperanza de vida o el retraso de la tumorigénesis y otras
enfermedades relacionadas con la edad. En lugar de ello, la CR funciona debido a los cambios de sefalizacién que
activan la expresion de genes que reducen la proliferacion celular o incrementan la apoptosis. Mdltiples genes
involucrados en la cadena de transporte de electrones, la respuesta inmune, el recambio de proteinas y la sintesis
de proteinas son cambiados en la CR (Lee, et al.,, The impact of a-Lipoic Acid, Coenzyme Q10, and Caloric
Restriction on Life Span and Gene Expression Patterns in Mice, Free Radical Biology & Medicine, Vol. 36, No. 8, pp.
1043-1057, 2004). Masternak et al muestra que los genes relacionados con la insulina y factor 1 de crecimiento de la
insulina (IGF1) se alteran incluyendo PPAR, un gen sugerido para desempefiar un papel importante en el control
metabdlico y la acumulacion y la preservacion de las células de almacenamiento de grasa. (Masternak, et. al.,
Divergent Effects of Caloric Restriction on Gene Expression in Normal and Long-Lived Mice, Journal of Genontology,
2004, Vol. 59A, No. 8, 784-788). La actividad de los genes FOXO también han demostrado cambiar bajo la
restriccion calérica. (Daitoku, et al., Silent information regulator 2 potentates Foxol-mediated transcription through its
deacetylase activity, PNAS, July 6, 2004).

Dentro de la ultima década, se ha determinado que el gen Regulador de informaciéon Silenciado 2 (Sir2) en la
levadura y los gusanos (Sir2.1 en gusanos, SIRT1 en los seres humanos) es también uno de los genes que regulan
la esperanza de vida y se activa en CR. Los gusanos mutantes y la levadura con copias adicionales de Sir2 o Sir2.1
viven mas tiempo, mientras que las mutaciones en el gen Sir2 reducen severamente la esperanza de vida. Véase,
por ejemplo. Tissenbaum et al. Otros animales contienen genes homodlogos o similares al gen Sir2, incluyendo
humanos (el gen SIRT1). La CR crea un conjunto de condiciones en la célula que sefiala la activacién de genes
beneficiosos para alargar la esperanza de vida y retrasar la aparicion de la enfermedad relacionada con la edad. La
activaciéon de Sir2 mediante CR es una ruta para una esperanza de vida incrementada. CR también estimula otros
genes que incrementan la esperanza de vida independiente de Sir2 en una ruta paralela. Kaeberlein et al, "Sir2-
Independent Life Span Extension by Calorie Restriction in Yeast" 2004, PloS Biology: 2: 9: e296: 1381-1387

Se ha demostrado que la activacion del Sir2 puede activar o silenciar otros genes y proteinas, incluyendo genes de
tipo FOXO. Ademés, la activaciéon del gen Sir2 (SIRT1 en humanos) normalmente activado en la CR embotd la
proteina PPAR gamma que activa los genes de almacenamiento de grasa, de modo que las células de grasa
podrian verter grasa y evitar que las células se diferencien en células de grasa. Véase, por ejemplo Picard et al.
supra. Esto explicaria las bajas cantidades de grasa que se observan en los mamiferos bajo CR.

Lin et al,. determina que la condicidon de la sefalizacién celular interna generada por CR para activar genes
beneficiosos es el incremento en la relacion de NAD+/NADH (nictotinamida adenina dinucleétido oxidado y reducido)
dentro de la célula en comparacion con las condiciones de no CR. Lin, S. et al, Calorie restriction extends yeast life
span by lowering the level of NADH. 2004 Genes & Development Vol. 18 pp 12-16. Lin también observd que los
niveles de NAD+ en células permanecen constantes entre condiciones de CR y condiciones de no CR, mientras que
la forma reducida de NAD+, NADH, se reduce significativamente en CR (hasta 50%), lo cual permite la activacién de
al menos un gen beneficioso, el gen de tipo Sir2. Los altos niveles de NADH son un inhibidor del gen Sir2.

El estudio de Lin mostré al menos uno de los requerimientos intracelulares para sefializar la activaciéon de genes
beneficiosos que dan como resultado un incremento de la longevidad y beneficios de salud encontrados durante la
CR. El estudio utilizé6 modificaciones genéticas recombinantes para lograr el incremento de la relacion NAD+/NADH,
(sin la restricciéon en calorias) y de este modo "imitan" los resultados de restriccion caléricas de mayor vida util y la
mejora general de la salud. La caracteristica importante mostrada fue que las calorias no tuvieron que ser reducidas,
sino mas bien que los genes beneficiosos necesitan ser activados dentro de las células individuales con el fin de
lograr los mismos beneficios de la CR.

En otros estudios realizados por Horitz, Wood y Lamming, los investigadores han descubierto una ruta alterna para

incrementar la esperanza de vida que es distinta de la CR y la ingenieria genética para incrementar la relacion
NAD+/NADH para estimular al menos un gen beneficioso. En lugar de insertar genes para modificar la relacion
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NAD+/NADH o para agregar copias adicionales de un gen beneficioso mediante ingenieria genética, en su lugar
utilizaron agentes quimicos para reducir la afinidad de enlace al sustrato entre NAD+ y Sir2 permitiendo que el Sir2
(SIRT1 en los humanos) se active mas facilmente. Howitz et al., Small molecule activators of sirtuins extend
Saccharomyces cerevisiae lifespan, Nature 425: 191-196; Wood et al., Sirtuin activators mimic caloric restriction and
delay ageing in metazoans, Nature, Volume 430, 5 August 2004; Lamming et al., Small molecules that regulate
lifespan: evidence for xenohormesis, Molecular Microbiology, 2004, Vol. 53(4), 1003-1009. Los agentes quimicos
descubiertos son los polifenoles e incluye el compuesto resveratrol. Los polifenoles se encuentran en las plantas,
pero no son parte de la composicidon quimica natural de los mamiferos incluyendo humanos. Los polifenoles son muy
especificos en la activacion del gen Sir2 y sus homologos. El gen Sir2 extiende la esperanza de vida, pero no activa
todos los genes beneficiosos activados por CR. Como resultado de esto, los polifenoles que activan Sir2 producen
un incremento menor en la esperanza de vida que lo que hace la CR. Kaeberlein et al, "Sir2-Independent Life Span
Extension by Calorie Restriction in Yeast" 2004, PloS Biology: 2: 9: €296: 1381-1387.

Cambiar el potencial de enlazamiento intercelular con agentes quimicos o usar la ingenieria genética para
incrementar la esperanza de vida, reducir la acumulacién de grasa, y retrasar el cancer y las enfermedades
relacionadas con la edad y mejorar la salud en general es un logro maravilloso. Sin embargo, como advertencia, la
ingenieria genética apenas es un campo bien entendido, y es poco probable que ayude a incrementar la esperanza
de vida cualquier tiempo de los humanos en el futuro cercano. El uso de agentes quimicos para reducir la afinidad
de enlazamiento de ciertas enzimas con el fin de estimular la Sir2 o SIRT1 (en humanos) es también un camino
incierto, ya que no hay determinacién de los riesgos a largo plazo. Adicionalmente, el gen Sir2 o SIRT1 es sélo uno
de los genes que puede ser activado para incrementar la esperanza de vida, y produce un incremento moderado,
mientras que la activacion de los genes mas beneficioso puede resultar en incrementos mas largos en la esperanza
de vida. Finalmente, jqué pasa si la aplicacién de productos quimicos extrafios como Resveratrol causa dafio en
algun area aislada del cuerpo humano?

Los unicos estudios de largo plazo realizados para extender la duraciéon/lapso de vida, reducir la grasa corporal y
retardar el cancer y otras condiciones relacionadas con la edad se centraron en la restriccion caldrica real. Los
estudios, realizados desde la década de 1930, han demostrado los numerosos beneficios de la restriccion calérica,
con las unicas desventajas potenciales observadas es que los organismos tomaron mas tiempo antes de que
estuvieran en edad de reproducirse, y los organismos tienden a ser mas pequefios que los organismos no
restringidos en calorias.

Se nos ha ensefiado que las condiciones intercelulares vistas en la CR para activar genes beneficiosos incluyen un
incremento en la relacion NAD+/NADH, la cual actia como un mecanismo de conmutacion para la célula. Para
menor riesgo general, seria mejor estimular el mismo conjunto de genes beneficiosos vistos en la CR utilizando el
método de seializacion idéntico para los genes involucrados con la CR. Seria beneficioso para activar otros genes
que prolongan la vida en adicién a o ademas del gen Sir2. Por otra parte, seria de gran beneficio para encontrar
agentes quimicos que incrementen la relacion NAD+/ NADH. Los agentes quimicos que incrementan NAD+/NADH
podrian proveer una ruta segura comprobada (70 afios de investigacién) para la expansion de la esperanza de vida
y el retraso en la aparicion de enfermedades relacionadas con la edad. También seria beneficioso si el agente de
activacién para incrementar la relacion NAD+/NADH era un producto quimico que ya se encuentra en los mamiferos
incluidos los humanos, en lugar de introducir compuestos extrafios con resultados a largo plazo desconocidos.

Debido a la amplia variedad de reacciones quimicas disponibles para la célula, cada célula reacciona de una manera
para conservar la relacion NAD+/NADH. Es, en efecto, una respuesta regulada. Es especialmente dificil incrementar
la relacion. Sin embargo, el etanol puede reducir la relacién de NAD+/NADH, lo que da como resultado en los
triglicéridos altos y la enfermedad del "higado graso".

Encontrar un compuesto para incrementar la relacién de NAD+/NADH para activar genes beneficiosos no es trivial.
Una razoén para esto se debe a la dificultad de medir directamente la relacion NAD+/NADH con la tecnologia actual.
En lugar de medir NAD+/NADH directamente, la relacidon se infiere indirectamente por la medicidon de la relacion
piruvato/lactato. Tipicamente, cuando la cantidad de piruvato a lactato incrementa, incrementa NAD+/NADH.

Por lo tanto, un método de incrementar la relacion NAD+/NADH en las células seria incrementar la cantidad de
piruvato en la célula. En la gluconeogénesis, el piruvato puede ser convertido en glucosa y convierte una NADH a
NAD+, lo que incrementara la relacion NAD+/NADH. Ademas, bajo condiciones anaerdbicas, el piruvato se convierte
en lactato por la enzima lactato deshidrogenasa. La conversion de piruvato a lactato en condiciones anaerobicas
convierte de nuevo una NADH a NAD+. Hay informes de un incremento en la relacion de NAD+/NADH con la
inyeccion de piruvato en ratas. El trabajo realizado por Ido en el estudio del flujo sanguineo en la retina y la corteza
visual muestra que los niveles de NADH en el citosol se pueden dejar por el 50%, duplicando la proporcién de
NAD+/NADH. Ido, et al, NADH augments blood flow in physiologically activated retina and visual cortex, PNAS,
January 13, 2004, Vol. 101, no. 2 pp 653-658. A pesar de esto, reportd cambios temporales en la relacion, no ocurre
extension de la esperanza de vida con piruvato porque el piruvato también penetra en la membrana mitocondrial
interna y preferencialmente se involucra en la reduccién de la relacién de NAD+/NADH a través del Ciclo del Acido
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Citrico. La relacion, elevada temporalmente por piruvato, se baja entonces cuando el piruvato es procesado a través
del Ciclo del Acido Citrico. Los reguladores tipicos de células contra incrementos en la relacion NAD+/NADH.

Anderson, et al., también tenia dificultad en el uso de agentes quimicos para incrementar la relacion NAD+/NADH y
activar genes beneficiosos. Anderson utilizé acetaldehido, conocido para reducir NADH en las células, pero no vio
ningun incremento en la actividad de genes beneficiosos. También hay alguno debate que cambiando la relacién de
NAD+/ NADH se activaran genes beneficiosos del todo. Basado en su trabajo, Anderson ensefia, " es poco probable
que las variaciones de NADH afecten la actividad de Sir2 o SIRT1" (genes beneficiosos) Anderson et al., Yeast Life-
Span Extension by Calorie Restriction Is Independent of NAD Fluct..., Science 2003 302: 2124-2126.

Yoshikawa et al. (Tohoku Journal Of Experimental Medicine 96(2): 127-141 (1968)) describe estudios sobre el efecto
antidiabético del Oxaloacetato de sodio. Jain et al. (Indian Journal of Clinical Biochemistry 18(1): 91-95 (2003)) es
pertinente al efecto de los cetoacidos en la catarata inducida por H20,. Wood et al. (Neurochemical Research
28(10): 1525-1533 (2003)) describe el efecto de los sustratos de energia celulares sobre la degeneracion macular
relacionada con la edad. Yamamoto et al. (Toxicology Letters 143: 115-122 (2003)) examind el efecto del
Oxaloacetato inter alia en el dafio en el ADN mitocondrial del cerebro y convulsiones inducidas por acido kainico en
ratones. La WO 99/55302 se relaciona con composiciones y métodos para el tratamiento de envejecimiento de la
piel. La US 5,183,674 divulga alimentos y productos alimenticios para uso en el tratamiento de dafio a los rifiones, y
las situaciones catabdlicas tales como quemaduras. La US 2002/006910 divulga medios para aliviar la embriaguez,
la prevencion y la eliminacion de la intoxicacion por alcohol y el sindrome de resaca, y los métodos de uso de estos
medios. La US 2003/0176365 divulga suplementos nutricionales para insuficiencias metabdlicas cerebrales. La JP
2003104880 divulga un agente antimutaciéon que contiene al menos un tipo de acido organico, y su uso como un
aditivo alimenticio. Los efectos de la restriccion caldrica, la nutricion deficiente o la reduccion del consumo de
energia se discuten en Spindler (Annals Of The New York Academy Of Sciences 928: 296-304 (2000)), Roth et al.
(Eur. J. Clinical Nutrition S15-S20 (2000)), Elias Sjoerd et al. (Journal Of T he National Cancer Institute 96(7): 539-
546 (2004)), Bond et al. (Neurobiology Of Aging 10(1): 27-30 (1989)), Markowska (Neurobiology Of Aging 20(2): 177-
189 (1999)), Bellush et al. (Physiology And Behaviour 60(2): 541-547 (1996)), Kesaniemi et al. (Arteriosclerosis 5(2):
153-161 (1985)), Jones et al. (Nutrition Research 9(2): 217-226 (1989)), Cefalu et al. (Neurobiology Of Aging 13(6):
787-791 (1992)), y May et al. (Neurobiology Of Aging 13(6): 787-791 (1992)).

Hay una necesidad actual para crear condiciones intracelulares similares a la CR (es decir, incremento de la relacion
NAD+/NADH) con un producto quimico que “imita” la Restricciéon Caldrica que permitiria genes beneficiosos a ser
implementados. Asi, se pueden realizar los beneficios de una esperanza de vida incrementada, tasas de cancer mas
bajas, menor contenido de grasa corporal y el retraso en la enfermedad relacionada con la edad sin las pesadas
restricciones de la dieta impuesta por CR o por modificacion genética del organismo individual. La preferencia seria
que los agentes quimicos sean actualmente parte del metabolismo humano. La presente invencién provee un
producto quimico tal para la activacion novedosa de genes beneficiosos, tal como se define en las reivindicaciones.

Resumen de la invencién

La divulgacion de la invencion se relaciona con un uso no terapéutico de una cantidad efectiva de una composicion
de Oxaloacetato para reducir la grasa corporal en un organismo, tal como se define en las reivindicaciones.

El uso incluye administrar una cantidad efectiva de un compuesto tal como Oxaloacetato, acido oxaloacético, o una
sal de Oxaloacetato. EI compuesto puede ser administrado por via oral, por via tépica, y/o por via parenteral.
Ventajosamente, el compuesto se formula con un regulador. Opcionalmente, el organismo es un mamifero. En un
aspecto de la invencion, el mamifero es un humano.

Se describe un método que imita el efecto beneficioso para la salud de la restriccién calérica sin reducir el consumo
caldrico, en donde el método incluye administrar una cantidad efectiva de Oxaloacetato, acido oxaloacético, o una
sal de Oxaloacetato. El efecto beneficioso para la salud de la restriccién calérica puede incluir pérdida de peso,
mejora de la funcién cardiaca, la reversion de la diabetes, y la extension de la esperanza de vida. Ventajosamente,
el compuesto se formula para administracion oral, parenteral o tépica. EI compuesto puede incluir un regulador.
Opcionalmente, el método puede incluir la etapa de administrar un agente terapéutico tal como un agente
antibacteriano, un agente antifungico, un agente quimioterapéutico, un agente antihistamina, proteina, enzima,
hormona, antiinflamatorio no esteroide, un compuesto de inmunoestimuladores, o un esteroide. El agente
terapéutico puede ser administrado por separado a partir del compuesto o sustancialmente de forma contemporanea
con el compuesto.

Se describe una composicion para el tratamiento de sintomas de envejecimiento de la piel. La composicion puede
incluir una cantidad efectiva de Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato, alfa-cetoglutarato, o
aspartato, y un vehiculo farmacéuticamente efectivo. Ventajosamente, el vehiculo farmacéuticamente efectico puede
ser una crema, un jabén, un champu, un acondicionador, una pomada, una locién, un gel, un ungiiento, o un
pulverizador de aerosol. Opcionalmente, la composiciéon puede incluir un segundo agente beneficioso tal como un
emoliente, protector solar, humectante, y/o un regulador. La composiciéon puede ser util en el tratamiento de
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sintomas de envejecimiento de la piel tales como surcos, arrugas, papada, dafio por el sol, aspecto opaco de la piel,
pérdida de tersura de la piel, queratosis, hiperpigmentacion, melasma, y decoloracién de la piel. La composicion
puede incluir ademas un agente lipofilico, en donde el agente lipofilico actua para modificar la velocidad de
absorcion de la composicion.

Se provee de la misma forma un método para reducir los signos de envejecimiento de la piel. El método incluye la
administracion tépica de una cantidad efectiva de Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato, alfa-
cetoglutarato, o aspartato y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Se describe un método para proteger el ADN y potenciar la reparacion de dafios en el ADN de la exposicion al sol.
El método incluye la administracién tépica de una cantidad efectiva de Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de
Oxaloacetato, alfa-cetoglutarato y aspartato y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Se describe una formulacion mejorada de Chow para animales para incrementar la esperanza de vida de un animal,
en donde el Chow para animales incluye Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato, alfa-
cetoglutarato, o aspartato.

Se describe igualmente un método para la activacion de genes beneficiosos y homdlogos de genes mediante la
administracion de una cantidad efectiva de Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato, alfa-
cetoglutarato o aspartato. La administracion de Oxaloacetato induce el cambio en la expresién de 356 genes en el
tejido hepatico en una manera similar como se expresa por los animales bajo Restriccion Calérica. El cambio en
estos genes fue suficiente para inducir incrementos en la esperanza de la salud y en la esperanza de vida. El
Oxaloacetato puede ser administrado por via oral, tdpica, o parenteral y se formula ventajosamente con un
regulador.

En otro aspecto de la invencion, se describe una cantidad farmacéuticamente efectiva de una composiciéon de
Oxaloacetato para uso en el tratamiento del cancer, y el incremento de la efectividad del tratamiento del cancer. El
método incluye administrar a un individuo en necesidad del mismo una cantidad farmacéuticamente efectiva de un
compuesto tal como Oxaloacetato, acido oxaloacético, o una sal de Oxaloacetato. Opcionalmente, el método puede
incluir la administracién de un agente quimioterapéutico tal como la ciclofosfamida, clorambucilo, melfalan,
estramustina, ifosfamida, prednimustina busulfan, tiotepa, carmustina, lomustina, metotrexato, azatioprina,
mercaptopurina, tioguanina, citarabina, fluorouracilo, vinblastina, vincristina, vindesina, etopésido, tenipdsido,
dactinomucina, doxorubin, dunorubicina, epirrubicina, bleomicina, nitomicina, cisplatino, carboplatino, procarbazina,
amacrina, mitoxantrona, tamoxifeno, nilutamid o aminoglutamida. El compuesto puede ser administrado por via oral,
tépica, o parenteral. En algunos aspectos de la invencion, el agente quimioterapéutico es administrado antes de la
administracion del compuesto Oxaloacetato. En otros aspectos, el agente quimioterapéutico es administrado
después de o sustancialmente de forma contemporanea con la administracion del compuesto. El cancer puede ser la
enfermedad de tumor sdélido maligno primario o metastasico o una malignidad hematoldgica. Si el cancer es una
malignidad hematolégica, esta puede incluir la leucemia mielogenosa aguda y cronica, la leucemia linfatica aguda y
cronica, mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, leucemia de células vellosas, sindrome
mielodisplasico, policitemia vera y la trombocitosis esencial.

En otro aspecto de la invencién, se describe para uso en una cantidad efectiva de Oxaloacetato tratando una
enfermedad como se define en las reivindicaciones. El uso incluye administrar una cantidad farmacéuticamente
aceptable de un compuesto seleccionado del grupo que consiste de Oxaloacetato, acido oxaloacético, y una sal de
Oxaloacetato, en donde el compuesto es formulado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La enfermedad
incluye la artritis y el endurecimiento de las articulaciones.

Se provee un método para reducir los sintomas asociados con el consumo excesivo de alcohol. El método incluye la
identificacion de un individuo que sufre de un exceso de consumo de alcohol y la administracion de una cantidad
farmacéuticamente efectiva de Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato, alfa-cetoglutarato o
aspartato. Los sintomas de exceso de consumo de alcohol incluyen, por ejemplo, dolor de cabeza, sensacion
deficiente de bienestar general, diarrea, pérdida del apetito, temblores, fatiga y nauseas.

Se describe una composicion del material formulado para la administracién tépica, en donde la composicién incluye
Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato, alfa-cetoglutarato, o aspartato, y un protector solar.

Se provee una composicion cosmética formulada para la administracion tdpica, en donde la composiciéon cosmética
incluye un compuesto tal como Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato, alfa-cetoglutarato o
aspartato, y un vehiculo cosmético.

En aun otro aspecto de la invencion como se define en las reivindicaciones, se divulga una composicién de material
formulado para la administracién oral, en donde la composicién incluye Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de
Oxaloacetato, y una vitamina.
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En otro aspecto de la invencion tal como se define en las reivindicaciones, se divulga una composicion terapéutica,
en donde la composicion incluye un compuesto tal como Oxaloacetato, acido oxaloacético, una sal de Oxaloacetato,
y un agente terapéutico.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica del efecto de la suplementacion de Oxaloacetato en el incremento
de la relacion de NAD+/NADH para crear un diodo biolégico.

La Figura 2 es un grafico que ilustra el efecto de la suplementacion de Oxaloacetato en la extension de la esperanza
de vida de los nematodos C. elegans.

La Figura 3 es un grafico que ilustra el efecto de Esplitomicina (un inhibidor de Sir2 selectivo) y la suplementacién de
Oxaloacetato en la esperanza de vida del nematodo C. elegans.

La Figura 4 es un grafico que ilustra el efecto de la suplementacion de Oxaloacetato en la extension de la esperanza
de vida de la mosca de la fruta D. melanogaster.

La Figura 5 es un grafico que ilustra el efecto de la suplementacion de Oxaloacetato en la extension de la esperanza
de vida de la mosca de la fruta D. melanogaster cuando la mosca se coloca bajo estrés.

La Figura 6 es un grafico que ilustra el efecto de la suplementacion de Oxaloacetato en la ganancia de peso
reducida de ratones mayores de tipo C57BL/6.

La Figura 7 es un grafico que ilustra el efecto de la suplementacion de Oxaloacetato en la ganancia de peso
reducida de ratones mas jovenes de tipo C57BL/6.

La Figura 8 es un grafico que ilustra el efecto de la suplementacion de Oxaloacetato en la extension de la esperanza
de vida de los ratones de tipo C57BL/6.

La Figura 9 es un grafico que indica la superposicion entre el cambio en la expresion de genes entre los ratones que
son restringidos en calorias y ratones que son suplementados con Oxaloacetato versus un grupo control de ratones
alimentados ad libitum.

Descripcion detallada de la realizacion preferida

La presente invencion se relaciona con composiciones para usos, tal como se define en las reivindicaciones, en un
individuo en necesidad del mismo. La presente invencion se basa, en parte, sobre el descubrimiento sorprendente
que la administracion de Oxaloacetato resulta en un incremento de la esperanza de vida dependiente de la dosis en
la esperanza de vida promedio de la poblacion de hasta 36% y hasta un 40% de incremento en la esperanza de vida
maxima en poblaciones similares de organismos de control multicelulares que incluye los animales simples, como
los nematodos C. elegans, el mas complicado la mosca D. melanogaster y en mamiferos complejos. Sin estar
limitado a una teoria particular, se cree que el contacto celular externo con un compuesto de Oxaloacetato, y la
subsecuente transferencia del Oxaloacetato en la célula, conduce a cambios de sefializacion metabdlicos que
activan genes beneficiosos que incrementan la esperanza vida de los organismos. Tal como se utiliza aqui, el
término "Oxaloacetato" incluye Oxaloacetato, y sus sales. La frase "individuo en necesidad del mismo " se refiere a
cualquier organismo multicelular que se beneficiaria de los efectos de la prolongacion de la vida y/o
antienvejecimiento del Oxaloacetato. Un individuo incluye, sin limitacion, cualquier vertebrado o invertebrado
susceptibles a la administracion de Oxaloacetato. Vertebrados de ejemplo incluyen peces, anfibios, reptiles, aves y
mamiferos como humanos, primates, caninos, felinos u otros animales.

La presente invencién se basa, en parte, en la observacion de que el Oxaloacetato introducido en una célula no
puede cruzar la membrana interna de las mitocondrias [23]. El Oxaloacetato adicional introducido en el citosol se
reduce a malato por la enzima malato deshidrogenasa. Esta reaccion también convierte NADH en NAD+, que
incrementa la relacion NAD+/NADH. El malato formado por la introduccion de Oxaloacetato adicional al citosol
puede atravesar la membrana de las mitocondrias a través de un intercambio para a-cetoglutarato. Una vez en las
mitocondrias, el malato se puede convertir de nuevo en Oxaloacetato por medio del Ciclo del Acido Citrico. La
conversion del malato de nuevo en Oxaloacetato generaria NADH a partir de NAD+, y reduce la relacién
NAD+/NADH, como ocurre en piruvato el cual impide el incremento de la esperanza de vida. Sin embargo, la
reduccion de la relacion NAD+/NADH, no ocurre con la adicién de Oxaloacetato en el citosol, debido a que la
Energia Libre de Gibbs, delta G, es altamente positiva (+29.7) para la reacciéon de malato a Oxaloacetato. Bajo
condiciones normales, la Unica razén de que la reaccion de malato a Oxaloacetato procede del todo en el Ciclo del
Acido Citrico se debe a la energia obtenida debido a la conversién de Oxaloacetato a acetil CoA en las mitocondrias
(delta G de -32.2) y la energia de los otros intermediarios del Ciclo del Acido Citrico. Debido a que el Oxaloacetato
afiadio al citosol no puede penetrar la membrana mitocondrial, no hay Oxaloacetato adicional en las mitocondrias
para alimentar la reaccién de malato a Oxaloacetato en el Ciclo del Acido Citrico. Asi, la relacién de NAD+/NADH se
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mantiene alta con la adicion de Oxaloacetato al citosol. En efecto, un diodo biolégico del electron es creado
mediante la adicion de Oxaloacetato al citosol, la incapacidad de Oxaloacetato para penetrar las mitocondrias, y el
alto delta G de la reaccién de malato de nuevo en Oxaloacetato en las mitocondrias. La Figura 1 ilustra el efecto de
la suplementacién de Oxaloacetato en el incremento de la relacion de NAD+/NADH. Como se indica en la Figura 1,
la suplementacion de Oxaloacetato extracelular actia para penetrar la membrana celular, pero es excluida de
penetrar la membrana mitocondrial interna. El incremento mantenido en la relacion NAD+/NADH es un efecto de
sefializacion que inicia el incremento en la expresion de genes beneficiosos y el incremento de proteinas
beneficiosas asociadas junto con la disminucién en la expresiéon de genes no beneficiosos y la disminucién en las
proteinas no beneficiosas asociadas. Al mantener la relacion NAD+/NADH mas alta que lo que ocurriria
normalmente, efectivamente el Oxaloacetato imita el efecto de la CR y facilita la regulacién de los genes para
producir las reparaciones beneficiosos, reducir la incidencia de céancer y otras enfermedades relacionadas con la
edad, bloquea la produccion de grasa, reducir la apoptosis, e incrementar la esperanza de vida total de un
organismo.

El incremento en la relacion NAD+/NADH por Oxaloacetato permite la activacion de genes beneficiosos, lo cual
resulta en los mismos beneficios como aquellos observados en la CR porque el mecanismo de sefializaciéon es
similar. Los genes beneficiosos sobrerregulados en la CR incluyen las siguientes clases de genes: el catabolismo de
los lipidos y la activacion de la respuesta al estrés oxidativo; regulacién de las rutas metabdlicas centrales que
incluyen ciclos de SAM y urea; regulacion de las rutas hormonales; DHEA y sefializacién de insulina/lgf; inestabilidad
del genoma vy la apoptosis. Se pueden encontrar resefias de este tipo de genes en trabajos de Bauer (Bauer, et al,
"Starvation response in mouse liver shows strong correlation with lifespan prolonging processes"”, Physiologicaly
Genomics, February 3, 2004, 10.1152/physiolgenomics.00203.2003), Cao (Cao, et al, "Genomic profiling of short-
and longterm caloric restriction effects in the liver of aging mice", Proc Natl Acad Sci 98: 10630-10635, 2001), y Lee
(Lee, et al., The impact of a-Lipoic Acid, Coenzyme Q10, and Caloric Restriction on Life Span and Gene Expression
Patterns in Mice, Free Radical Biology & Medicine, Vol. 36, No. 8, pp. 1043-1057, 2004) incorporadas aqui como
referencia en su totalidad. El inventor muestra que los ratones sometidos a restriccién calérica resultan en el cambio
de los niveles de expresion del gen en 1,763 genes en el tejido hepéatico en comparacion con un grupo de control
alimentado libremente. Los ratones alimentados con Oxaloacetato pero que se les permiti6 comer libremente
resultaron en un cambio de expresion en 765 genes. Debido a que estos son resultados agrupados, muchos de los
cambios en la expresion del gen son debidos a las variaciones individuales dentro de los ratones. Sin embargo,
cuando los genes que son cambiados desde el grupo de control son expresados cominmente tanto por los ratones
con restriccion caldrica y los ratones administrados con Oxaloacetato, estos genes pueden ser considerados como la
razén que guia similitudes en cambios fisicos en comparacién con el grupo de control alimentado libremente contra
los que son comparados. Los cambios fisicos documentados incluyen la disminucion en el peso corporal, un
incremento en la esperanza de la salud y la resistencia a las enfermedades, y un incremento en la esperanza de la
salud. 363 genes mostraron un cambio comun a partir de los ratones de control. De estos 363 genes, 357 muestran
bien sea una sobrerregulacion de la expresion del gen o una subregulacién en la expresiéon del gen en la misma
direccion lejos del grupo de control. Es evidente que estos 357 genes expresados de forma similar en comparacion
con el control son responsables de los cambios positivos en la esperanza de vida (98% de todos los genes
cambiaron en comun en comparacién con el grupo de control). Los homodlogos de estos genes expresados en otros
animales tendran un efecto fisico similar. Nétese que puede haber otros genes expresados en otros tejidos
diferentes del higado que, indudablemente, también ayudan en la extension de la esperanza de vida, sin embargo, el
higado es uno de los érganos clave para la regulaciéon del metabolismo, que a través de la restriccion de calorias ha
demostrado ser crucial para los incrementos en esperanza de vida y la esperanza de salud de los mamiferos.

Los genes beneficiosos activados y genes no beneficiosos subregulados en el tejido hepatico se muestran en las
Tablas 1y 2.
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La Tabla 1 muestra un andlisis direccional de la expresion del gen que indica que el 98% de los genes que
cambiaron la expresion del grupo de control y se expresaron comunmente también en el grupo Oxaloacetato
suplementado y el grupo de Restriccion Caldrica se movio en la misma direccion (sobrerregulado o subregulado). La
tabla 1 ilustra ademas que tanto la restriccion caldrica y la suplementacion de Oxaloacetato en la dieta provoca
cambios en la expresion del gen en comparacion con los genes de expresion en un grupo de control alimentado con
tanta comida como ellos deseaban (alimentados ad libitum). Documenta los 363 genes que cambian en la expresion
comun del grupo de control, y el analisis direccional del cambio en la expresion del gen para Oxaloacetato y ratones
de restriccion caldrica en comparacion con el grupo control.

La Tabla 2 muestra incrementos y disminuciones en la expresion del gen de genes cambiados expresados
comunmente de 1.7 veces en bien sea ratones suplementados de Oxaloacetato o ratones con restriccion calérica en
comparacién con un grupo control. La Tabla 2 demuestra que los genes expresados bien sea por el grupo de los
ratones de restriccion caldrica o el grupo de ratones suplementado de Oxaloacetato que resulté en un incremento de
1,7 veces o mayor (o disminucién) en la expresion en comparacion con el grupo control. Tanto la esperanza de vida
media y la esperanza de vida maxima del individuo se incrementan sustancialmente con la aplicacion de
Oxaloacetato en exceso para el organismo. Sin embargo, a diferencia de la CR, no hay necesidad para la reduccion
del consumo caldrico. Es interesante observar que en el higado no se observo incremento en el gen Sirt1 en los
ratones, sin embargo esto no excluye el incremento de gen Sirt1 en otros tejidos. En nuestros experimentos de C.
elegans representados en la Figura 3, el Sir2 (y sus homdlogos, tales como Sirt1 en los humanos) mostré afiadir
aproximadamente un incremento del 10% en la vida util sobre los animales de control. Otros genes beneficiosos,
iniciados en la CR, operan en una ruta paralela pero independiente de los genes de tipo Sir2, también son activados
por Oxaloacetato e incrementan la esperanza de vida en mayores cantidades, tanto como hasta un 26% adicional.
Entre la activacion de los genes de tipo Sir2 y los otros genes beneficiosos, ha sido demostrado que puede
obtenerse un incremento total de hasta 36% en la esperanza de vida sobre los animales de control.

En una realizaciéon de la invencion, se provee un suplemento nutricional que comprende una dosis efectiva de
Oxaloacetato para usos tal como se definen en las reivindicaciones. El Oxaloacetato actiia para reducir los niveles
de NADH en el citosol de la célula, que aumenta la relacion NAD+/NADH a los niveles observados durante la CR,
pero sin una restriccién en calorias o la modificacién genética del individuo. El contacto celular externo con un
compuesto de Oxaloacetato, y la subsecuente transferencia del Oxaloacetato en la célula, conduce a cambios
metabdlicos que incrementan la relacion NAD/NADH y activan genes beneficiosos. El Oxaloacetato es convertido en
malato por la interaccidén con el malato deshidrogenasa citosolica. En esta conversién, el NADH se convierte en
NAD+, lo que incrementa la relacion NAD+/NADH intercelular. La presente divulgacion esta basada, en parte, en el
sorprendente y novedoso descubrimiento de que el incremento de la relacion NAD+/NADH indica la activacion de los
genes beneficiosos que entonces actuan sobre la célula para incrementar la esperanza de vida y reducir la aparicién
de la enfermedad relacionada con la edad.

En otra realizacidn de la invencion actual, se provee una dosis efectiva de Oxaloacetato para uso en el tratamiento
de la artritis, endurecimiento de las articulaciones, y el cancer. Se ha observado que los mamiferos que son
sometidos a CR, tienen una incidencia reducida de trastornos neuroldgicos, incluyendo la enfermedad de Alzheimer.
La adicidon de Oxaloacetato en exceso al citosol de la célula da como resultado el mismo mecanismo de sefializacion
en las células como la CR para activar los genes necesarios beneficiosos, necesarios para la proteccion neurolégica.

Son también incluidas en el significado de "enfermedad relacionada con la edad" preocupaciones estéticas, tales
como la pérdida de firmeza y elasticidad de la piel, asi como el incremento en la profundidad de arrugas y tamafios
de poros asociados con el envejecimiento. "Enfermedad relacionada con la edad" incluye ademas, otros sintomas
asociados con la piel envejecida, tales como arrugas, surcos, dafio por el sol, aspecto opaco de la piel, flacidez de la
piel, papada, queratosis, melasma y la hiperpigmentacion.

El Oxaloacetato se puede utilizar para proteger el ADN y mejorar la reparacién del ADN en la piel y otros tejidos
sometidos a luz ultravioleta (UV). A diferencia de un protector solar que bloquea los rayos UV, el Oxaloacetato
potencia las reparaciones al ADN de una manera similar como ocurre en la CR (Lipman et al.) porque la adiciéon de
Oxaloacetato en exceso imita las mismas condiciones de sefializacion intercelular como existen en la CR. En
muchos estudios la CR ha demostrado que potencia la reparacion de ADN como por mecanismos delineados en las
referencias 36, 37, 38, 39 40 y 44. Una ventaja de usar el Oxaloacetato para imitar la CR en lugar de utilizar la CR
es que Oxaloacetato se puede localizar en la piel, para crear condiciones de "CR localizada" en sélo la piel en
contacto, mientras que todas las otras formas de la CR tienen lugar en el organismo completo. Asi, el Oxaloacetato
se puede combinar con un bloqueador solar de UV o un cosmético para producir potenciamiento progresivo de la
reparacion del ADN a las células de la piel del daio por los rayos UV. La reduccién de este dafio y la reparacion del
dafo conducen a mantener la piel de aspecto mas joven durante un periodo de tiempo mas largo, conduce a la
reduccion de la incidencia de cancer de piel y puede ser utilizado como un tratamiento o ayudar en el tratamiento de
cancer de piel.

El Oxaloacetato puede actuar en otra ruta para extender la esperanza de vida y reducir la aparicion de la
enfermedad relacionada con la edad al interferir con la sefializacion de la insulina. La sefalizaciéon similar a insulina
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ha demostrado que controla también el envejecimiento, el metabolismo y el desarrollo. Las mutaciones en el gen
daf-2 y el gen de la edad-1 fosfoinositida 3-quinasa de la Caenorhabditis elegans han conducido a incrementos en
esperanza de vida. La ruta de sefializacion similar a la insulina también puede verse afectada por la restriccion
caldrica para retardar el envejecimiento. Ha sido demostrado por Kahn, que el Oxaloacetato bloquea al menos una
parte de las rutas de sefializacién de insulina (Kahn, et al, Insulin Increases NADH/NAD+ Redox State, Which
Stimulates Guanylate Cyclase in Vascular Smooth Muscle, American Journal of Hypertension, Ltd. 2002, Vol.15,
273-279). La NADH también es importante para la sefializacion de insulina, como se muestra por MacDonald (Mac-
Donald, et al, Histochemical Evidence for Pathways Insulin Cells Use to Oxidize Glycolysis-Derived NADH,
Metabolism, Vol. 51, No. 3 (March), 2002, pp 318-321), y Oxaloacetato adicionado al citosol reduce la disponibilidad
de NADH.

Una tercera ruta para extender la esperanza de vida y reducir la aparicién de la enfermedad relacionada con la edad
mediante el Oxaloacetato, puede estar en los efectos protectores de Oxaloacetato al ADN mitocondrial. Yamamoto,
et al (Yamamoto et al, "Effect of alpha-ketoglutarate and Oxaloacetate on brain mitochondrial DNA damage and
seizures induced by kainic acid in mice", Toxicology Letters: 2003: 143: 115-122) demostré que tanto Oxaloacetato y
su precursor alfa-cetoglutarato protegieron el ADN mitocondrial del cerebro del dafio en ratones. Sin embargo,
Yamamoto fallé al ensefar, si esta proteccidon podria incrementar la esperanza de vida o reducir la aparicién de la
enfermedad relacionada con la edad, tal como se descubri6 en esta divulgacion.

El Oxaloacetato puede ser administrado solo para extender la esperanza de vida y reducir la aparicién de la
enfermedad relacionada con la edad o en combinacion con otro agente terapéutico. Tal como se usa aqui, el término
"agente terapéutico” es un término amplio que incluye agentes antibacterianos, agentes antivirales, antifungicos,
agentes quimioterapéuticos, antihistaminicos, proteinas, enzimas, hormonas, farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, compuestos inmunoestimuladores tales como citoquinas, y esteroides. Antibidticos adecuados incluyen,
sin limitacion, amoxicilina, ampicilina, bacampicilina, indanilo carbenicilina, mezlocilina, peperacilina, ticarcilina, acido
amoxicilina-clavulanico, ampicilina-sulbactam, bencilpenicilina, cloxacilina, dicloxacilina, meticilina, oxacilina,
penicilina G, penicilina V, piperacilina + tazobactam, ticarcilina + acido clavulanico, nafcilina, cefadroxilo, cefazolina,
cefalexina, cefalotina, cefapirina, cefradina, cefaclor, cefamandol, cefonicida, cefotetan, cefoxitina, cefprozil,
ceftmetazol, cefuroxima, cefuroxima axetilo, larcarbef, cefdinir, ceftibuteno, cefoperazona, cefixima, cefotaxima,
cefpodoxima proxetilo, ceftazidima, ceftizoxima, ceftriaxona, cefepima, azitromicina, claritromicina, clindamicina,
eritromicina, lincomicina, troleandomicina, cinoxacina, ciprofloxacina, enoxacina, gatifloxacina, grepafloxacina,
levofloxacina, lomefloxacina, moxifloxacina, acido nalidixico, norfloxacina, ofloxcina esparfloxacina, trovafloxacina,
acido oxolinico, gemifloxacina, perfloxacina, imipenem cilastatina, meropenem, aztreonam, amikacina, gentamicina,
kanamicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina, tobramicina, paaromomicina teicoplanina, vancomicina,
demeclociclina, doxiciclina, metaciclina, minociclina, oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina, mafenida,
sulfadiazina de plata, sulfacetamida, sulfadiazina, sulfametoxazol, sulfasalazina, sulfisoxazol, trimetoprim-
sulfametoxazol, sulfametizol, rifabutina, rifampina , rifapentina, linezolid, quinopristin + dalfopristina, cloramfénico,
colistemetato, fosfomicina, isoniazida, metenamina, metronidazol, mupirocina, nitrofurantoina, nitrofurazona,
novobiocina, espectinomicina, trimetoprim, colistina, cicloserina, capreomicina, etionamida, pirazinamida, acido para-
aminosalicilico, y eritromicina etilsuccinato + sulfisoxazol. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos adecuados
incluyen un agente anticancer tales como ciclofosfamida, clorambucilo, melfalan, estramustina, ifosfamida,
prednimustina, busulfan, tiotepa, carmustina, lomustina, metotrexato, azatioprina, mercaptopurina, tioguanina,
citarabina, fluorouracilo, vinblastina, vincristina, vindesina, etopdsido, tenipdsido, dactinomucina, doxorubina,
dunorubicina, epirrubicina, bleomicina, nitomicina, cisplatino, carboplatino, procarbazina, amacrina, mitoxantrona,
tamoxifeno, nilutamid o aminoglutamida. Compuestos inmunostimuladores incluyen, sin limitacién, un adyuvante de
vacuna, una vacuna, un péptido, una citoquina tales como IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IFN-a, IFN-B, o IFN-y, o un
flavonoide tal como los acidos acéticos de flavona y acidos xantenona 4-acéticos.

Cuando se administra en combinacion con otro agente terapéutico, el Oxaloacetato puede ser administrado por
separado o como una formulacion unica con el antibiético. Si son administrados separadamente, el Oxaloacetato se
debe dar de manera inmediata temporalmente con el antibidtico. En una realizacion, el agente terapéutico y
Oxaloacetato se dan dentro de una semana uno de otro. En otra realizacién, el agente terapéutico y el Oxaloacetato
se dan dentro de las veinticuatro horas uno de otro. En aun otra realizacion, el agente terapéutico y el Oxaloacetato
se dan dentro de una hora uno de otro. La administraciéon puede ser por via oral, local o por inyeccion sistémica o
infusién. Otros métodos de administracion pueden ser también adecuados, como se apreciara por un experto en la
técnica.

Se describen aqui métodos y composiciones para la modulaciéon del peso corporal, la reduccién de la grasa, el
tratamiento de la obesidad, la reduccién en la acumulacion de la celulitis. Ademas de la activacion de genes de CR
beneficiosos, la administracion de Oxaloacetato da como resultado la reduccion de grasa, a pesar de la cantidad de
alimentos que se consumen, tal como la diferenciacién de las células en células de grasa es bloqueada por la
activaciéon de Sir2 (Sirt1 en humanos), lo cual también hace que las células de grasa actuales viertan su grasa. La
activacion del gen Sirt1 humano que normalmente se activa en CR embota la proteina PPAR gamma que activa los
genes de almacenamiento de grasa. La activacion de Sirt1 también hace que las células formadas de grasa viertan
su grasa. Se provee un método de tratamiento de la obesidad a través de la administracién de una dosis efectiva de
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Oxaloacetato. La obesidad, definida como un exceso de grasa corporal en relacién con la masa corporal magra,
también contribuye a un sinnumero de otras enfermedades, incluyendo, sin limitacién, una incidencia incrementada
de enfermedad de la arteria coronaria, apoplejia y diabetes. Por lo tanto, la administracién de Oxaloacetato seria
beneficiosa no sélo para el tratamiento de la obesidad, sino también para el tratamiento de las enfermedades
asociadas con la obesidad. En una realizacion, se provee un método de tratamiento de un individuo no obeso para la
reduccion de la grasa corporal no deseada que comprende la administracién de una dosis efectiva de Oxaloacetato.

En otra realizacidon de la presente invencion, el Oxaloacetato se puede utilizar para detener la propagacion del
cancer a las células no cancerosas. Los mamiferos que se someten a la CR tienen hasta una tasa de cancer menor
al 40%. Se ha demostrado que la CR potencia la reparacion del AND (Lipman et al, "The influence of dietary
restriction on DNA repair in rodents: a preliminary study”, Mech Ageing Dev 1989: 48: 135-43; Weraarchakul et al,
"The effect of aging and dietary restriction on DNA repair", Exp Cell Res 1989; 181:197-204; Licastro et al, "Effect of
dietary restriction upon the age-associated decline of lymphocyte DNA repair activity in mice", Age 1988: 11: 48-52;
Srivastava et al, "Decreased fidelity of DNA polymerases and decreased DNA excision repair in aging mice: Effects
of caloric restriction", Biochem Biophys Res Commun 1992: 182: 712-21; Tilley et al, "Enhanced unscheduled DNA
synthesis by secondary cultures of lung cells established from calorically restricted aged rats", Mech Ageing Dev
1992: 63" 165-76), lo cual puede ser una razon para la reduccion en las tasas de cancer. La adicion de Oxaloacetato
en exceso al citosol de la célula da como resultado el mismo mecanismo de sefalizacién en las células como la CR
para activar los genes necesarios beneficiosos, necesarios para la proteccion del cancer. Enfermedades malignas
contra las cuales el tratamiento puede ser dirigido incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de tumor soélido
maligno primario y metastasico y enfermedades malignas hematoldgicas tal como la leucemia mielogenosa aguda y
cronica, leucemia linfatica aguda y crénica, mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrédm, leucemia de
células vellosas, sindrome mielodisplasico, policitemia vera y la trombocitosis esencial.

Se divulgan aqui métodos y composiciones para combatir los efectos de la composicion de alcohol. La
administracion de Oxaloacetato da como resultado un incremento en la relacion NAD+/NADH, que puede combatir
rapidamente los efectos del consumo de alcohol y reducir los sintomas asociados con la indulgencia excesiva de
alcohol. Estos sintomas incluyen, sin limitacién, dolor de cabeza, sensacion deficiente de bienestar general, diarrea,
pérdida del apetito, temblores, fatiga y nduseas. Otros sintomas incluyen disminucién de los tiempos de reaccion,
menor capacidad de concentracidon, menor capacidad de gestion, y el incremento del riesgo de lesiones, incluso
después de que algunos de los sintomas mas evidentes de la resaca se han ido y el alcohol ya no puede ser
detectado en la sangre. El método incluye la identificacion de un individuo que ha consumido cantidades de alcohol y
administrar a dicho individuo una cantidad efectiva de Oxaloacetato. Tal como se usa aqui, una cantidad efectiva de
Oxaloacetato incluye de aproximadamente 0.5 mg a aproximadamente 75 mg de Oxaloacetato por kg de peso. En
una realizacion preferida, una cantidad efectiva de Oxaloacetato esta entre aproximadamente 2 mg a
aproximadamente 40 mg de Oxaloacetato por kg de peso corporal. Como se describira en mayor detalla mas
adelante, en una realizacion preferida, el Oxaloacetato puede ser administrado mediante inyeccion o ingestion.

Preparaciones farmacéuticas y métodos de administracion

El Oxaloacetato puede ser administrado a un individuo en dosis terapéuticamente efectivas tal como se define en las
reivindicaciones. Tal como se usa aqui, "Oxaloacetato" incluye el acido oxaloacético, la sal del acido, u Oxaloacetato
en una solucion regulada, asi como mezclas de los mismos.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a aquella cantidad de Oxaloacetato suficiente para dar como resultado
el efecto deseado, tal como el tratamiento de los trastornos.

Dosis efectiva

La toxicidad y la eficacia terapéutica del Oxaloacetato pueden ser determinados mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos de células o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la
dosis letal para el 50% de la poblacion) y la ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La
relacion de dosis entre los efectos tdxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede ser expresado como la
relacién LD50/D50. La LD50 de alfa-cetoglutarato para los ratones es superior a 5 g/lkg de peso corporal. La LD50
de Oxaloacetato esté por encima de 5 g/kg de peso corporal. El Oxaloacetato tiene una toxicidad muy baja, como se
esperaria de una sustancia quimica involucrada en el Ciclo del Acido Citrico de cada célula.

Estudios de toxicidad del oxaloacetato desarrollados en Japdon en 1968 en ratas indican que los niveles de
Oxaloacetato a los 83 mg/kg de peso corporal causaron cambios en los islotes pancreaticos. Algunos islotes se
redujeron en tamafio y se hicieron hiperémicos, siendo atroficas las células alfa, mientras que las células beta fueron
hipertroficas y se tifleron densamente. En dosis mas bajas, 41 mg/kg de peso corporal, el pancreas de las ratas solo
demostraron proliferacion e hiperplasia de las células de los islotes. El higado, la hipdfisis, las glandulas adrenales y
gonadales no mostraron cambios particulares (Yoshikawa, Kiyohiko, "Studies on Anti-diabetic Effect of Sodium
Oxaloacetate", Tohoku Journal of Experimental Medicine, 1968, volume 96, pp. 127-141). Estudios adicionales
realizados por el inventor utilizando Oxaloacetato en ratones a una dosis de 300% a 50,000% mayor que el
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propuesto en humanos indicé toxicidad negativa y que los ratones viven mas que el grupo de control. La seguridad
de este compuesto en cantidades razonables esta asegurada porque el compuesto es un metabolito humano.

En los estudios clinicos que examinan el efecto del Oxaloacetato sobre la diabetes en los humanos, 21 pacientes
diabéticos recibieron de 100 mg a 1,000 mg (2-10 mg/kg de peso corporal). No hubo efectos secundarios negativos.
En los pacientes en ayunas los niveles de glucosa en sangre descendieron un promedio de 24% vy los niveles de
glucosa en la orina descendieron en 19 de los 21 pacientes (Yoshikawa).

Un ejemplo de una dosis eficaz de Oxaloacetato administrada mediante una inyeccién intravenosa es de entre
aproximadamente 0.5 mg a aproximadamente 1 g de Oxaloacetato por cada kg de peso corporal. En una realizacion
preferida, la dosis efectiva de Oxaloacetato es de entre aproximadamente 2.0. mg y aproximadamente 40 mg por
cada kg de peso corporal. La dosis efectiva puede ser administrada en inyecciones multiples durante varias horas, o
de forma continua. La dosificacion oral efectiva variaria asimismo de aproximadamente 0.5 mg a aproximadamente 1
g de Oxaloacetato por cada kg de peso corporal con el rango de dosificacion efectiva preferida entre
aproximadamente 2 mg a aproximadamente 40 mg de Oxaloacetato por cada kg de peso corporal. Por ejemplo, un
macho adulto que pesa aproximadamente 80 kg seria administrado entre aproximadamente 150 mg a
aproximadamente 3.5 g de Oxaloacetato oralmente por dia. Son efectivas de forma dérmica, las formulaciones
tépicas que comprenden concentraciones de aproximadamente 0.5 a 16 mM de Oxaloacetato. Estudios de la CR
indican que la restriccion de calorias cada tercer dia producen los mismos resultados beneficiosos como la CR
diaria. De la misma manera, en algunas realizaciones, el Oxaloacetato puede ser administrado cada tercer dia, ya
que una vez los genes son activados, el efecto dura por al menos un periodo de tiempo de dos dias. En otras
realizaciones, el Oxaloacetato es administrado 3 veces al dia después de cada comida.

Formulaciones

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencidon pueden ser formuladas de manera
convencional usando uno o mas vehiculos o excipientes fisiolégicamente aceptables. Asi, el Oxaloacetato y sus
sales y solvatos fisiologicamente aceptables pueden ser formulados para la administracion por inhalaciéon o
insuflacion (bien sea a través de la boca o la nariz) o administracion oral, bucal, topica, transdérmica, parenteral o
rectal.

El Oxaloacetato es acido. Es improbable que la acidez afecte a los organismos que ingieren el compuesto en
cantidades beneficiosas al igual que las condiciones interiores del estémago también son muy acidas. La acidez
puede afectar otros tejidos, incluyendo pero no limitado a la piel o los pulmones, que pueden beneficiarse de la
aplicacion directa de Oxaloacetato. Por lo tanto, en otra realizacion, una composicién de la materia puede ser creada
mezclando Oxaloacetato con una solucién reguladora o una base o usada como una sal de Oxaloacetato, de este
modo el compuesto entregado no es caustico. Esto permitira a las concentraciones mas altas de Oxaloacetato ser
administradas de forma segura para el organismo, especialmente si el Oxaloacetato no es administrado por
ingestién oral.

Para la administraciéon oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar la forma de, por ejemplo, tabletas o
capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes
aglomerantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil metilcelulosa);
agentes de relleno (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogeno fosfato de calcio); lubricantes (por
ejemplo, estearato de magnesio, talco o silica); desintegrantes (por ejemplo, almidén de patata o glicolato de
almidén de sodio); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio). Las tabletas pueden recubrirse por
métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden tomar la forma
de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco para
constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes del uso. Tales preparaciones liquidas pueden prepararse por
medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspensién (por ejemplo,
jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsificantes (por ejemplo,
lecitina o acacia); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites
vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, metilo o propil-p-hidroxibenzoatos o acido sorbico). Las
preparaciones también pueden contener sales reguladoras, agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes segun
sea apropiado.

Mientras que la absorcion de Oxaloacetato en el tracto digestivo incrementara los niveles de Oxaloacetato de todo el
organismo, el contacto inmediato de Oxaloacetato con las células en el tracto digestivo estara preferencialmente en
contacto con las células del tracto digestivo, lo que permite la reduccion de las enfermedades relacionadas con la
edad tales como cancer de colon, incluso si las cantidades ingeridas de Oxaloacetato son insuficientes para proveer
un beneficio para todo el organismo.

Las preparaciones para administracion oral pueden formularse adecuadamente para dar una liberaciéon controlada

del compuesto activo. Para la administraciéon bucal, las composiciones pueden tomar la forma de tabletas o
comprimidos formuladas de manera convencional. Para la administracion por inhalacién, los compuestos para uso
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de acuerdo con la presente invencidon se suministran convenientemente en la forma de una presentacion de
pulverizacién en aerosol desde empaques presurizados o un nebulizador, con el uso de un propelente adecuado,
por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas
adecuado. En el caso de un aerosol presurizado la unidad de dosificacion puede determinarse proveyendo una
valvula para administrar una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos de, por ejemplo gelatina para uso en un
inhalador o insuflador pueden formularse conteniendo una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo
adecuada tal como lactosa o almidon.

Para la proteccion del ADN de la exposicion a la radiacién UV y para potenciar la reparacién del ADN del dafio por la
radiacion UV, también para el tratamiento de los surcos o arrugas de la piel, un método preferido de administracion
de Oxaloacetato es por aplicacion tépica. Las composiciones topicas farmacéuticas y cosméticas pueden ser hechas
una amplia variedad de tipos de producto. Estos incluyen, pero no se limitan a lociones, cremas, aceites de playa,
geles, barras, pulverizadores, ungiientos, pastes, pastas, espumas y cosméticos. Estos tipos de productos pueden
comprender varios tipos de sistemas de vehiculos farmacéuticos o cosméticos, incluyendo, pero no limitado a
soluciones, emulsiones, geles y solidos. Las composiciones topicas farmacéuticas y cosméticas formuladas como
soluciones incluyen tipicamente un solvente acuoso u organico farmacéuticamente aceptable. Los términos
"solvente acuoso farmacéuticamente aceptable" y "solvente organico farmacéuticamente aceptable" se refieren a un
solvente que es capaz de haber disuelto en el mismo, el Oxaloacetato antiarrugas, y posee propiedades de
seguridad aceptables (por ejemplo, caracteristicas de irritacion y sensibilizacién). Un ejemplo de un solvente acuoso
adecuado farmacéuticamente aceptable es agua destilada. Ejemplos de un solvente organico adecuado
farmacéuticamente aceptable incluyen, por ejemplo, alcoholes monohidricos, tales como etanol, y alcoholes
polihidricos, tales como glicoles. Si las composiciones tdpicas farmacéutica y cosméticas de la presente divulgacion
se formulan como un aerosol y se aplican a la piel en forma de aerosol, se agrega un propelente a una composicién
de solucion.

Composiciones topicas farmacéuticas y cosméticas de la presente divulgacion comprenden ademas una cantidad
adecuada de un emoliente tépico producto farmacéutica y cosmeéticamente aceptable. Como se usa aqui,
"emolientes" se refiere a materiales usados para la prevencion o alivio de la sequedad, asi como para la proteccién
de la piel. Se conoce una amplia variedad de emolientes adecuados y pueden ser utilizados aqui. Sagarin,
Cosmetics, Science and Technology, 2nd Edition, Vol. 1, pp. 32-43 (1972), contiene numerosos ejemplos de
materiales adecuados. Ejemplos de clases de emolientes Utiles incluyen aceites de hidrocarburos y ceras tales como
aceite mineral, petrolato, parafina, ceresina, ozoquerita, cera microcristalina, polietileno y perhidroescualeno; aceite
de silicona, tales como dimetilpolisiloxanos, metilfenil polisiloxanos, y copolimeros de silicona glicol solubles en agua
y solubes en alcohol. Otros emolientes adecuados incluyen ésteres de triglicéridos tales como grasas y aceites
vegetales y animales, incluyendo aceite de ricino, aceite de cartamo, aceite de semilla de algodén, aceite de maiz,
aceite de oliva, aceite de higado de bacalao, aceite de almendras, aceite de aguacate, aceite de palma, aceite de
sésamo, y aceite de soja ; ésteres de acetoglicérido, tales como monoglicéridos acetilados; glicéridos etoxilados,
tales como monoestearato de glicerilo etoxilado; ésteres de alquilo de acidos grasos que incluyen metilo, isopropilo,
y ésteres de butilo de acidos grasos, ésteres de alquilo incluyendo laurato de hexilo, laurato de isohexilo, palmitato
de iso-hexilo, palmitato de isopropilo, oleato de decilo, oleato de isodecilo, estearato de hexadecilo, estearato de
decilo, isoestearato de isopropilo, adipato de diisopropilo, adipato de disohexilo, adipato de di-hexildecilo, sebacato
de di-isopropilo, lactato de laurilo, lactato de miristilo, y lactato de cetilo; y ésteres de alquenilo de acidos grasos
tales como miristato de oleilo, estearato de oleilo, y oleato de oleilo. Otras clases de emolientes adecuados incluyen
acidos grasos tales como acidos pelargonico, laurico, miristico, palmitico, estearico, isoestearico, hidroxiestearico,
oleico, linoleico, ricinoleico, araquidico, behénico, y erucico; alcoholes grasos tales como alcoholes laurilo, miristilo,
cetilo, hexadecilo, estearilo, isoestearilo, hidroxiestearilo, oleilo, ricinoleilo, behenilo, y erucilo, asi como 2-octil
dodecanol; éteres de alcoholes grasos; alcoholes grasos etoxilados; éter-ésteres tales como ésteres de acidos
grasos de alcoholes grasos etoxilados; lanolina y derivados incluyendo aceite de lanolina, cera de lanolina, alcoholes
de lanolina, acidos grasos de lanolina, isopropilanolato, lanolina etoxilada, alcoholes de lanolina etoxilados,
colesterol etoxilado, alcoholes de lanolina propoxilados, lanolina acetilada, alcoholes de lanolina acetilados, linoleato
de alcoholes de lanolina, ricinoleato de alcoholes de lanolina, acetato de ricinoleato de alcoholes de lanolina, acetato
de ésteres de alcoholes etoxilados, hidrogendlisis de lanolina, lanolina etoxilada hidrogenada, lanolina de sorbitol
etoxilado, y bases de absorcion de lanolina liquidos y semisdlidos son ilustrativos de emolientes derivados de
lanolina; alcoholes polihidricos y derivados de poliéter tales como propilen glicol, dipropilen glicol, polipropilen
glicoles 2000 y 4000, glicoles de polioxietileno polioxipropileno, glicoles de polioxipropileno polioxietileno, glicerol,
sorbitol, sorbitol etoxilado, hidroxipropilsorbitol, polietilen glicoles 200-6000, glicoles polietilen metoxi 350, 550, 750,
2000 y 5000, poli[6xido de etileno] homopolimeros (100,000-5,000,000), glicoles de polialquileno y derivados, hexilen
glicol (2-metil-2,4-pentanodiol), 1,3-butilen glicol, 1,2,6-hexanotriol, etohexadiol USP (2-etilo,3-hexanodiol), C15-C18
vecinal glicol y derivados de polioxipropileno de trimetilolpropano; ésteres de alcohol polihidricos tales como ésteres
de acidos mono- y di-grasos de etilen glicol, ésteres de acido mono y di- grasos de dietilen glicol, ésteres de acido
mono y di-grasos de polietilen glicol (200-6000), ésteres mono y di-grasos de propilen glicol, monooleato de
polipropilen glicol 2000, monoestearato de polipropilen glicol 2000, monoestearato de propilen glicol etoxilado,
ésteres acidos mono- y di-grasos de glicerilo, ésteres de acidos poli-grasos de poliglicerol, monoestearato de
glicerilo etoxilado, 1,3-butien glicolmonoestearato, 1,3-butilen glicol diestearato, éster de acido graso de polioxietilen
poliol, ésteres acidos grasos de sorbitano, y ésteres de acidos grasos de polioxietilen sorbitano; ésteres de ceras
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tales como cera de abejas, espermaceti, miristato de miristilo y estearato de estearilo; derivados de cera de abeja,
por ejemplo, cera de abeja de polioxietilen sorbitol; ceras vegetales incluyendo ceras carnauba y candelilla; y
fosfolipidos, tales como lecitina y derivados; esteroles incluyendo, por ejemplo, colesterol y ésteres de acidos grasos
de colesterol; amidas tales como amidas de &acidos grasos, amidas de acidos grasos etoxilados y alcanolamidas de
acidos grasos solidos.

Emolientes particularmente utiles que provee3n acondicionamiento de la piel son glicerol, hexanotriol, butanotriol,
acido lactico y sus sales, urea, acido pirrolidona carboxilico y sus sales, aminoacidos, guanidina, diglicerol y
triglicerol.

Alternativamente, la composicion puede formularse como una locion. Una lociéon puede hacerse a partir de un
sistema de vehiculo en solucidon. En algunas realizaciones, la locién incluye de aproximadamente 1% a
aproximadamente 20%, por ejemplo, de aproximadamente 5% a aproximadamente 10%, de un emoliente; y de
aproximadamente 50% a aproximadamente 90%, por ejemplo, de aproximadamente 60% a aproximadamente 80%
de agua.

Otro tipo de producto que puede formularse a partir de un sistema de vehiculo en solucién es una crema o una
pomada. Un ungiento puede comprender una base simple de aceites animales o vegetales o hidrocarburos
semisolidos (oleaginosos). Los unglientos también pueden incluir bases de ungliento de absorcién que absorben
agua para formar emulsiones. Opcionalmente, el vehiculo del ungliento es soluble en agua. Un ungliento puede
incluir de aproximadamente 2% a aproximadamente 10% de un emoliente, mas de aproximadamente 0.1% a
aproximadamente 2% de un agente espesante. Ejemplos de agentes espesantes adecuados incluyen: derivados de
celulosa (por ejemplo, celulosa de metilo e hidroxi propilmetilcelulosa), polimeros sintéticos de alto peso molecular
(por ejemplo, polimero de carboxivinilo y alcohol de polivinilo), hidrocoloides vegetales (por ejemplo, goma karaya y
goma tragacanto), espesantes de arcilla (por ejemplo, silicato y betonita de magnesio y aluminio coloidal), y
polimeros de carboxivinilo (CARBOPOLS®; vendidos por BF Goodrich Company, tales polimeros se describen en
detalle en Brown, patente de los Estados Unidos No. 2,798,053, expedida el 2 de julio de 1975). Una divulgacion
mas completa de agentes espesantes Utiles aqui, se puede encontrar en Sagarin, Cosmetics, Science and
Technology, 2nd Edition, Vol. 1, pp.72-73 (1972). Si el vehiculo es formulado como una emulsiéon, de
aproximadamente 1% a aproximadamente 10%, por ejemplo, de aproximadamente 2% a aproximadamente 5%, del
sistema del vehiculo comprende un emulsionante. Los emulsionantes adecuados incluyen emulsificantes no iénicos,
anionicos o catiénicos. Emulsionantes ejemplares se describen en, por ejemplo, McCutcheon’s Detergents and
Emulsifiers, North American Edition, pages 317-324 (1986). Los emulsionantes preferidos son aniénicos o no
idnicos, aunque también se pueden emplear otros tipos.

Preparaciones para el cuidado de la piel de emulsion sencilla, tales como lociones y cremas, del tipo aceite en agua
y agua en aceite son bien conocidos en las técnicas cosméticas y son utiles en las presentes realizaciones. También
son Utiles en las presentes realizaciones composiciones de emulsidon multifase, tales como del tipo de agua en aceite
en agua. En general, tales emulsiones sencillas o multifase contienen agua, emolientes y emulsionantes como
ingredientes esenciales. También son Utiles en las presentes realizaciones sistemas de vehiculos de emulsion triples
que comprenden una composicion de emulsion fluida de aceite en agua en silicona.

Otro sistema de vehiculo de emulsion util en las composiciones tépicas farmacéuticas y cosméticas de la presente
divulgacion es un sistema de vehiculo de microemulsion. Un tal sistema comprende preferiblemente de
aproximadamente 9% a aproximadamente escualano al 15%; de aproximadamente 25% a aproximadamente aceite
de silicona al 40%; de aproximadamente 8% a aproximadamente 20% de un alcohol graso; de aproximadamente
15% a aproximadamente 30% de acido mono-graso de polioxietilen sorbitano (disponible comercialmente bajo el
nombre comercial Tweens) u otros no idnicos; y de aproximadamente 7% a aproximadamente agua al 20%. Este
sistema de vehiculo se combina con los agentes terapéuticos descritos anteriormente.

Si las composiciones tdpicas farmacéuticas y cosméticas de la presente divulgacion se formulan como un gel o una
barra cosmética, una cantidad adecuada de un agente espesante, segun lo divulgado supra, se adiciona a una
formulaciéon de crema o locion. Las composiciones tépicas farmacéuticas y cosméticas de la presente divulgacion
también pueden formularse como productos de maquillaje tales como, fundaciones, rubor y lapiz labial y pueden
contener adyuvantes cosméticos convencionales, tales como colorantes, opacificantes, pigmentos y perfumes. Las
bases son solucion o a base de locién con cantidades apropiadas de espesantes tales como algina, goma de
xantano, goma de celulosa, cocamida DEA, alcohol de lanolina de goma guar, parafina, y propilen glicol, pigmentos
incluyendo azul ultramarino, didxido de titanio, y carmin, colorantes, tales como FD&C Rojo No. 40 y FD&C Amarillo
No. 5, cremas hidratantes, y la fragancia. Opcionalmente, la base puede incluir un agente de proteccion solar. Las
composiciones tépicas farmacéuticas y cosméticas de la presente divulgacion pueden contener, ademas de los
componentes mencionados anteriormente, una amplia variedad de materiales adicionales solubles en aceite y/o
materiales solubles en agua usados convencionalmente en composiciones tdpicas, en sus niveles establecidos.
Diversos materiales solubles en agua también pueden estar presentes en las composiciones de esta invencion.
Estos incluyen humectantes, tales como glicerol, sorbitol, propilen glicol, glucosa alcoxilada y hexanotriol, etil
celulosa, alcohol polivinilico, carboximetil celulosa, gomas vegetales y arcillas tales como VEEGUM® (silicato de

117



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2510690 T3

aluminio magnesio, R. T. Vanderbilt, Inc.); proteinas y polipéptidos, conservantes tales como los ésteres de metilo,
etilo, propilo y butilo del acido hidroxibenzoico (Parabens®--Mallinckrodt Chemical Corporation), EDTA,
metilisotiazolinona e imidazolidinil ureas (Germall 115®--Sutton Laboratories); y un agente alcalino tal como
hidréxido de sodio o hidréxido de potasio para neutralizar, si se desea, parte de los acidos grasos o espesante que
puedan estar presentes.

El Oxaloacetato puede ser formulado como un producto para el cabello tal como un champu o acondicionador. El
uso de estos productos tendria entonces un doble beneficio para el usuario incluyendo una reduccién en el
envejecimiento de la piel y retraso en la aparicion de la enfermedad de la piel relacionada con la edad incluyendo el
cancer. El Oxaloacetato, cuando se aplica por via tdpica al cabello, también puede prevenir o reducir la pérdida de
pelo y el encanecimiento.

Las composiciones topicas farmacéuticas y cosméticas de la presente divulgacion también pueden incluir una
cantidad segura y eficaz de un agente potenciador de penetracion. Otros aditivos de productos de cuidado de la piel
convencionales también pueden ser incluidos en las composiciones de la presente invencién. Por ejemplo, se
pueden utilizar colageno, elastina, hidrolizados, aceite de onagra, aceite de jojoba, factor de crecimiento epidérmico,
saponinas de soja, mucopolisacaridos, y mezclas de los mismos. También se pueden incluir varias vitaminas en las
composiciones de la presente invenciéon. Por ejemplo, pueden ser utilizadas la vitamina A, y sus derivados, vitamina
B2, biotina, acido pantoténico, Vitamina D, y mezclas de los mismos pueden ser utilizados.

La composiciéon que comprende Oxaloacetato puede ser incorporada en composiciones de limpieza de la piel
antiarrugas. Las composiciones de limpieza de la piel comprenden ademas de Oxaloacetato un agente surfactante
cosméticamente aceptable. El término "surfactante cosméticamente aceptable" se refiere a un surfactante que no
s6lo es solo un limpiador efectivo de la piel, sino también puede ser utilizado sin indebida toxicidad, irritacion,
respuesta alérgica, y similares. Adicionalmente, el surfactante debe ser capaz de mezclarse con los componentes
antiarrugas de una manera tal que no hay interaccidon que reduciria sustancialmente la eficacia de la composicién
para tratar las arrugas en la piel de mamiferos. Ademas de las cantidades cosméticamente efectivas de los
ingredientes activos, las composiciones de limpieza de la piel de la presente divulgacion contienen de
aproximadamente 1% a aproximadamente 90%, preferiblemente de aproximadamente 5% a aproximadamente 10%,
de un surfactante cosméticamente aceptable. La forma fisica de las composiciones para limpieza de la piel no es
critica. Las composiciones pueden ser, por ejemplo, formuladas como barras de tocador, liquidos, pastas o
espumas. Las barras de tocador son las mas preferidas ya que es la forma de un agente de limpieza mas
comunmente utilizada para lavar la piel. EI componente surfactante de las composiciones divulgadas es
seleccionado del grupo que consiste de surfactantes anidnicos, no idnicos, zwiteridnicos, anfotéricos y anfoliticos,
asi como mezclas de estos surfactantes. Tales surfactantes son bien conocidos por los expertos en la técnica de la
fabricacion de detergentes. Las composiciones de limpieza de la presente divulgacion pueden contener
opcionalmente, en sus niveles establecidos en la técnica, materiales que se usan convencionalmente en
composiciones de limpieza de la piel.

Otros productos para el cuidado de la piel para el tratamiento de arrugas de la piel pueden contener combinaciones
de ingredientes activos adicionales. Tales combinaciones incluyen, por ejemplo, protectores solares y bloqueadores
solares. La regulacion 6ptima de arrugas en la piel como resultado de la exposicién a la luz UV se puede conseguir
mediante el uso de una combinacién de Oxaloacetato junto con filtros solares o bloqueadores solares. Los
bloqueadores solares utiles incluyen, por ejemplo, 6xido de zinc y diéxido de titanio. El dafio por la luz es una causa
predominante de las arrugas en la piel. Asi, para los fines de prevencién de las arrugas, la combinacion de las
composiciones divulgadas con un UVA y/o UVB seria mas deseable. La inclusién de protectores solares en las
composiciones de la presente divulgacion proveera una proteccion inmediata contra los dafios agudos por radiacion
UV. Asi, el protector solar evitara ademas la formaciéon de arrugas causado por la radiacion UV, mientras que los
agentes antiarrugas tratan las arrugas existentes y atrofia de la piel, y potencian la reparacion del ADN en las células
de la piel.

Una amplia variedad de agentes de proteccion solar convencionales son adecuados para uso en combinacion con
las formulaciones antiarrugas. Sagarin, et al., at Chapter VII, pages 189 et seq., of Cosmetics Science and
Technology, divulga numerosos agentes adecuados. Agentes de proteccion solar adecuados especificos incluyen,
por ejemplo: acido p-aminobenzoico, sus sales y sus derivados (etilo, iso-butilo, ésteres de glicerilo, acido p-
dimetilaminobenzoico); antranilatos (es decir, 0-aminobenzoatos; ésteres de metilo, mentilo, fenilo, bencilo, feniletilo,
linalilo, terpinilo, y ciclohexenilo); salicilatos (ésteres de amilo, fenilo, bencilo, mentilo, glicerilo, y dipropilen glicol);
derivados del acido cinamico (ésteres de metilo y bencilo, alfa-fenil cinamonitrilo; butil cinamoil piruvato); derivados
de acido dihidroxicinamico (umbeliferona, metil umbeliferona, metilacetoumbeliferona); derivados de acido
trihidroxicinamico (esculetina, metilesculetina, dafnetina, y los glucdsidos, esculina y dafnina); hidrocarburos
(difenilbutadieno, estilbeno); dibenzalacetona y benzalacetofenona; naftolsulfonatos (sales de sodio de 2-naftol-3,6-
disulfénico y de acidos 2-naftol-6,8-disulfonico); acido dihidroxinaftoico y sus sales; o- y p-hidroxibifenilidisulfonatos;
(7-hidroxi, 7-metil, 3-fenil); diazoles (2-acetil-3-bromoindazol, fenil benzoxazol, metil naftoxazol, diversos
benzotiazoles de arilo); sales de quinina (bisulfato, sulfato, cloruro, oleato, y tanato); derivados de quinolina (sales de
8-hidroxiquinolina, 2-fenilquinolina); benzofenonas sustituidas por hidroxi o metoxi; acidos urico y vilourico; acido
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tanico y sus derivados (por ejemplo, hexaetiléter); (butil carbotol)(6-propil piperonilo)éter; hidroquinona;
benzofenonas (oxibenceno, sulisobenzona, dioxibenzona, benzoresorcinol, 2,2',4,4'tetrahidroxi-benzofenona, 2,2'-
dihidroxi-4,4'-dimetoxibenzofenona, octabenzona; 4-isopropildibenzoil-metano; butilmetoxi dibenzoilmetano;
etocrileno; y 4-isopropil-dibenzoilmetano). se puede utilizar mezcla de compuestos de proteccion solar para optimizar
las propiedades de proteccion solar deseadas de la formulacion. Puede utilizarse una cantidad segura y efectiva de
protector solar en las composiciones de la presente invencion como se define en las reivindicaciones. El agente de
proteccion solar debe ser compatible con los agentes antiarrugas. Generalmente, la composicion puede comprender
de aproximadamente 1% a aproximadamente 20%, preferiblemente de aproximadamente 2% a aproximadamente
10%, de un agente de proteccion solar. Las cantidades exactas variaran dependiendo del protector solar escogido y
del Factor de Proteccion Solar deseado (SPF). También puede afadirse un agente a cualquiera de las
composiciones de la presente invencion para mejorar la sustantividad de la piel de esas composiciones,
particularmente para potenciar su resistencia para ser lavado por el agua o por frotamiento.

En adn una realizacién adicional de la presente invencién tal como se define en las reivindicaciones, el Oxaloacetato
suministrado por via tdépica puede ser mezclado con un agente potenciador de la penetracion tal como
dimetilsulféxido (DMSO), combinaciones de ésteres de acidos grasos de sacarosa con un sulfoxido u 6xido fosférico,
0 eugenol o, que permite una migracion mas rapida del Oxaloacetato en los tejidos dérmicos y luego ademas en los
tejidos celulares mas profundos, incluyendo los tejidos de la celulitis donde estimulacion del gen Sirt1 causara una
reduccion del tejido graso.

En una realizacién, los compuestos divulgados se administran a través de un sistema de administraciéon topica.
Matrices de polimeros implantables o inyectables, y formulaciones transdérmicas, de las que los ingredientes activos
son liberados lentamente también son bien conocidos y pueden ser utilizados en los métodos divulgados. Los
componentes de liberaciéon controlada divulgado anteriormente pueden utilizarse como los medios para el suministro
de los compuestos divulgados. Las composiciones pueden incluir ademas componentes adaptados para mejorar la
estabilidad o la efectividad de la formulacién aplicada, tales como conservantes, antioxidantes, potenciadores de la
penetracion de la piel y materiales de liberacion sostenida. Ejemplos de tales componentes se describen en los
siguientes trabajos de referencia incorporados aqui por referencia: Martindale-The Extra Pharmacopoeia
(Pharmaceutical Press, London 1993) and Martin (ed.), Remington’s Pharmaceutical Sciences.

Se pueden lograr preparaciones de liberacion controlada mediante el uso de polimeros para complejar o absorber
Oxaloacetato. La entrega controlada se puede ejercer seleccionando macromoléculas apropiadas tales como
poliésteres, poliaminoacidos, polivinilpirrolidona, acetato de etilenovinilo, metilcelulosa, carboximetilcelulosa, y
sulfato de protamina, y la concentracién de estas macromoléculas asi como los métodos de incorporacion se
seleccionan con el fin de controlar la liberaciéon de compuesto activo.

Los hidrogeles, en donde el Oxaloacetato se disuelve en un constituyente acuoso para liberar gradualmente con el
tiempo, se pueden preparar por copolimerizacién de monémeros monoolefinicos hidrofilicos, tales como metacrilato
de etilen glicol. Pueden ser utilizados dispositivos de matriz, en donde el Oxaloacetato es dispersado en una matriz
de material de vehiculo. El vehiculo puede ser poroso, no poroso, sdlido, semisélido, permeable o impermeable.
Alternativamente, se puede utilizar un dispositivo que comprende un reservorio central del compuesto de
Oxaloacetato rodeado por una membrana controladora de la velocidad para controlar la liberacién de Oxaloacetato.
Las membranas que controlan la velocidad incluyen copolimero de acetato de etileno-vinil o tereftalato de
butileno/tereftalato de éter de politetrametileno. También se contempla el uso de depdsitos de goma de silicona.

En otra realizacion, también se pueden utilizar para administrar Oxaloacetato, los parches transdérmicos; reservorios
en estado de equilibrio intercalados entre un soporte impermeable y una cara de la membrana, y formulaciones
transdérmicas. Son bien conocidos en la técnica los sistemas de administracion transdérmica. Parches
transdérmicos oclusivos para la administracion de un agente activo a la piel o mucosa se describen en las Patentes
de los Estados Unidos Nos. 4,573,996, 4,597,961 y 4,839,174. Un tipo de parche transdérmico es una matriz de
polimero en el que se disuelve el agente activo en una matriz de polimero a través del cual el ingrediente activo se
difunde a la piel. Tales parches transdérmicos se divulgan en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,839,174,
4,908,213 y 4,943,435. En una realizacion, el reservorio de estado estacionario porta dosis de Oxaloacetato en dosis
de aproximadamente 2 mg a 40 mg por dia.

Sistemas de parches transdérmicos actuales estan disefiados para suministrar dosis mas pequefias durante
periodos de tiempo mas largos, hasta dias y semanas. Se pueden utilizar para controlar la rata de liberacién una
membrana microporosa externa controladora de la velocidad, o microbolsas del Oxaloacetato divulgado dispersos a
lo largo de una matriz de polimero de silicona. Tales medios para control la rata son descritos en la Patente de
Estados Unidos No. 5,676,969. En otra realizacion, el Oxaloacetato es liberado desde el parche en la piel del
paciente en aproximadamente 20-30 minutos o menos.

Estos parches y formulaciones transdérmicas se pueden utilizar con o sin el uso de un potenciador de la penetracion

tal como dimetilsulféxido (DMSO), combinaciones de ésteres de acidos grasos de sacarosa con un sulféxido u éxido
fosférico, o eugenol. El uso de parches transdérmicos electroliticos esta también dentro del alcance de los métodos
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divulgados aqui. Parches transdérmicos electroliticos se describen en las Patentes de los Estados Unidos Nos.
5,474,527, 5,336,168, and 5,328,454.

El Oxaloacetato puede ser formulado para administracion parenteral por inyeccién, por ejemplo, por inyecciéon de
bolus o una infusién continua. El Oxaloacetato inyectado puede ser mezclado con otros agentes beneficiosos antes
de la inyeccion incluyendo pero no limitado a los antibidticos y otros medicamentos, soluciones salinas, plasma
sanguineo y otros fluidos. El contacto inmediato de los niveles elevados de Oxaloacetato con las células del sistema
vascular dara como resultado la reduccién de enfermedades relacionadas con la edad, tales como el endurecimiento
de las arterias, incluso si las cantidades de Oxaloacetato son insuficientes para proveer beneficios relacionados con
la edad a todo el organismo. Las formulaciones para inyeccion pueden ser presentadas en forma de dosificacion
unitaria, por ejemplo, en ampollas o en contenedores multidosis, con un conservante agregado. Las composiciones
pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o0 acuosos, y pueden
contener agentes de formulacion tales como agentes de suspensién, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para constitucion con un vehiculo adecuado
antes de su uso, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos,.

El Oxaloacetato también puede ser formulado en composiciones rectales tales como supositorios o enemas de
retencién, por ejemplo, que contienen bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, el Oxaloacetato también puede ser formulado como una
preparacion de deposito. Tales formulaciones de accion prolongada pueden ser administradas por implantacién (por
ejemplo subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Asi, por ejemplo, los compuestos pueden ser
formulados con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo como una emulsiéon en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados ligeramente solubles, por ejemplo, como una sal
ligeramente soluble.

Las composiciones pueden, si se desea, ser presentadas en un paquete o dispositivo dispensador que puede
contener una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el ingrediente activo. El empaque puede
comprender, por ejemplo lamina de metal o plastico, tal como un paquete de blister. El paquete o dispositivo
dispensador puede estar acompafado de instrucciones para la administracion.

El Oxaloacetato puede ser mezclado con alimentos de animales para incrementar la esperanza de vida y la salud
general de mascotas y otros animales. El Oxaloacetato o bien puede ser formulada como parte de la comida animal
o administradas por separado como un suplemento a la alimentacién del animal. Como lo saben los expertos en la
técnica, los alimentos secos para mascotas, alimentos tipicamente secos para perros, normalmente contienen
proteinas, grasas, fibra, carbohidratos sin fibra, minerales, vitaminas y componentes humectantes. Por ejemplo,
como ingredientes principales, tipicamente hay uno o dos granos de cereal, generalmente de maiz, trigo y/o arroz.
Ademas, para una fuente de proteinas pueden contener harina de ave, carne de subproductos, harina de carne y
hueso, u otro animal o harina de subproductos de pescado. A veces también, se pueden adicionar los suplementos
de proteinas de granos tal como el gluten de maiz, harina de soja u otras harinas de semillas oleaginosas. Ademas
de una cantidad efectiva de Oxaloacetato de entre aproximadamente 0.01% a 0.1% en peso del Chow, El Chow
para animales de la presente invencion incluye, adicionalmente lo que sigue: el contenido de nutrientes en la comida
tipica de material seco incluye proteina cruda de 14% a 50% , usualmente de 20% a 25%; grasa cruda de 5% a
25%; vy fibra cruda usualmente estd presente en el rango de aproximadamente 3% a 14%, usualmente
aproximadamente 5% a 7%, con el mineral total o contenido de ceniza estando dentro del rango de 3% a 10%,
usualmente de 4% a 7%. El punto importante no es la formulacion precisa de la comida para mascotas, ya que
muchas de estas, convencionales y satisfactorias, estan disponibles en el mercado. Mas bien, la clave del éxito es
una cantidad suficiente de componente de Oxaloacetato sea afiadida a las raciones de alimentos para mascotas, se
utiliza cualquier formulacion para proveer el nivel de actividad Oxaloacetato en los rangos necesarios para
incrementar la esperanza de vida, reducir el peso corporal, y tratar trastornos relacionados con la edad.

EJEMPLOS

Los aspectos particulares aqui, pueden entenderse mas facilmente por referencia a los siguientes ejemplos, los
cuales estan destinados para ejemplificar las ensefianzas aqui, sin limitar su alcance a las realizaciones
ejemplificadas particulares.

Ejemplo 1

El gusano nematodo Caenorhabditis elegans se usa comunmente como un animal de prueba porque su genética es
bien comprendida y las rutas de energia celular basicas son bien conservadas a lo largo de todas las especies
animales, incluidos los humanos. Una prueba con estos gusanos bien comprendida sobre las rutas metabdlicas de
energia es una prueba en el reino animal. La conservacioén de las rutas de energia es una razén por la que la CR ha
trabajado en todas las especies de animales probadas.
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El C. elegans (N2 de tipo salvaje, de Carolina Biological Supply) se utilizd como un organismo de prueba para
evaluar la adiciéon de la terapia de Oxaloacetato (de Sigma Aldrich Company) aplicado a las células para extender la
esperanza de vida y para actuar como una “imitacion” de restricciéon caldrica. El Oxaloacetato fue mezclado en una
concentracién de 16 mM en el agar de crecimiento de nematodos (de Carolina Biological Supply Company) en ocho
placas experimentales en los que reside el C. elegans. También se preparé un conjunto similar de ocho placas de
control con el mismo agar de crecimiento de nematodos. Tanto las ocho placas de Oxaloacetato y las ocho placas
de control incluyen 80 uM de 5'fluorodesoxiuridina (de Sigma Aldrich Company) para eliminar el desarrollo de los
huevos en la progenie en vivo. Ademas, se hicieron cinco "placas iniciadoras" utilizando agar de crecimiento de
nematodo y no 5'fluorodesoxiuridina.

Todas las placas fueron sembraron con caldo Luria de bacterias 0.5 ml que contiene E. coli como una fuente de
alimento para los nematodos. Las bacterias se dejaron crecer en las placas durante varios dias a 37°C antes de la
adicion de C. elegans.

Diez nematodos C. elegans fueron transferidos a cada una de las cinco "placas iniciadoras" y fueron dejadas en las
placas durante 12 horas para poner sus huevos. Los C. elegans fueron retirados y los huevos se dejaron crecer y
convertirse en adultos jovenes durante dos dias. Luego fueron transferidos diez nematodos a cada placa de control y
placa de Oxaloacetato "recolectando” gusanos con una microsonda de la placa iniciadora y moviéndolo sobre las
placas de prueba de destino.

Fue designado "dia 0" el dia después de que los platos iniciadores han sido iniciados con los 10 C. elegans, y fue la
hora estimada de nacimiento. Los C. elegans se mantuvieron fuera de la luz solar directa y se criaron a una
temperatura de 21°C. Las placas con los C. elegans se contaron todos los dias para determinar el niumero de
nematodos muertos. Los nematodos se calificaron como muertos cuando ya no responden a una punzada suave
con una sonda. La esperanza de vida se define como el tiempo transcurrido desde cuando los nematodos son
incubados (esperanza de vida = 0) hasta cuando se les califica como muertos. Los nematodos que se arrastran
fuera de las placas o de alguna otra forma se pierden durante el ensayo han sido excluidos de los calculos. Los
nematodos muertos fueron retirados de las placas cada dia con microsonda. La poblacién total es la suma de todos
los gusanos encontrados muertos. El recuento de los nematodos se continué hasta que todos los nematodos
estaban muertos. Luego los datos se trazaron y se representaron en la Figura 2.

Los datos indicaron un incremento en la esperanza de vida promedio de 23.6% en los nematodos que vivieron en las
placas de Oxaloacetato en comparacion con el grupo control. La esperanza de vida maxima también se incremento
en las placas que contienen Oxaloacetato un 40%.

Ejemplo 2

El experimento en el Ejemplo 1 se repitidé para un rango de concentraciones de Oxaloacetato en el agar de
crecimiento de los nematodos. Un incremento en la esperanza de vida para C. elegans fue visto en Oxaloacetato 2
mM en el agar, y se incrementé con concentraciones de 4 mM, 6 mM, 8 mM, 10 mM, 12 mM, 14 mM y 16 mM. El
mayor incremento en la esperanza de vida estaba en 16 mM (aproximadamente 25%) para las concentraciones
probadas, y el incremento mas bajo fue de un 2 mM (aproximadamente 10%).

Ejemplo 3

El experimento en el Ejemplo 1 se repitié pero también se utilizaron placas adicionales que contienen esplitomicina
solas con el agar y esplitomicina con Oxaloacetato y el agar. La esplitomicina es un inhibidor selectivo para el gen
Sir2 (Sir2a en la levadura, SIRT1 en los humanos). Los nematodos en las placas con la funcién Sir2 inhibida pero no
Oxaloacetato vivieron durante periodos mas cortos que el grupo de control como se refleja en la Figura 3. La Figura
3 ilustra que similar a la CR, el Oxaloacetato sobrerregula el gen Regulador de Informacion silencioso (Sir2) para
incrementar la esperanza de vida. También muestra que otros genes activados por CR beneficiosos son
sobrerregulados y subregulados por Oxaloacetato para incrementar la esperanza de vida sin la activacion de Sir2.
Los nematodos en placas con el Oxaloacetato vivieron aproximadamente 36% mas tiempo que el grupo de control.
Los nematodos en las placas con funcién inhibida de Sir2 pero también Oxaloacetato incluido tenian una esperanza
de vida incrementado sobre el grupo de control de 15%. Esto demuestra que el Sir2 constituye aproximadamente un
tercio del incremento de la esperanza de vida en la CR, mientras que los otros genes beneficiosos de la CR
contribuyen a tanto como 2/3 del incremento de la esperanza de vida. También demuestra que uno de los genes
activados por la adicion de Oxaloacetato es Sir2 (Sir2a en la levadura, SIRT1 en los humanos).

Ejemplo 4

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster (tipo Vestigial, de Carolina Biological Supply) se utiliz6 como un
organismo de prueba para evaluar la adicion de la terapia de Oxaloacetato (de Sigma Aldrich Company) aplicada a
las células para extender la esperanza de vida y para actuar como una “imitacion” de restriccidn caldrica. La mosca
de la fruta es mas compleja que el C. elegans, pero las rutas metabdlicas que involucran la restricciéon calérica son
un bloque de construccion basico de la vida, y son conservadas a lo largo del reino animal. En el grupo de prueba de
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53 moscas en cuatro viales (2 machos virgenes, 2 hembras virgenes), se mezclé el Oxaloacetato en una
concentracion de 16 mM en los 15 ml de agua destilada utilizada para humedecer las 15 ml de alimento seco de
mosca (de Carolina Biological Supply Company). Una pequefia cantidad de levadura se afiadié en la parte superior
de la comida de mosca. También se prepard un grupo de control similar de 56 moscas en 4 viales (2 machos
virgenes, hembras virgenes), excepto que no se agreg6 Oxaloacetato.

Las moscas se mantuvieron en un espacio recibiendo la luz natural del sol reflejada a una temperatura de 21°C.
Cada una de las moscas utilizadas emergio desde el estado de pupas dentro de 8 horas una de otra.

El dia que las moscas fueron trasladados a los viales de prueba fue designado como "dia 0", reflejando la aparicion
de la mosca en la edad adulta. Las moscas se mantuvieron fuera de la luz solar directa y se criaron a una
temperatura de 21°C. Los viales de alimentos se prepararon cada 3 a 4 dias y las moscas se transfirieron para
prevenir la infestacion de acaros y otros organismos microbianos patégenos. Los viales con las moscas se contaron
todos los dias para determinar el nimero de muertas versus vivientes. Las moscas fueron calificadas como muertas
cuando ya no responden a una punzada suave con una sonda. La esperanza de vida se define como el tiempo
transcurrido desde cuando las moscas entran en la edad adulta (esperanza de vida = 0) hasta cuando se les califica
como muertas. Han sido excluidas de los calculos las moscas que se perdieron debido a la transferencia entre los
viales de alimentos o de alguna otra forma se perdieron durante el ensayo. Las moscas muertas fueron retiradas de
los viales cada dia con microsonda. La poblacién total es la suma de todas las moscas muertas encontradas. El
recuento de las moscas se continué hasta que todas las moscas estaban muertas. Luego los datos se trazaron y se
representaron en la Figura 4.

Los datos indicaron un incremento en el promedio de la esperanza de vida de 20% en las moscas que vieron en los
viales suplementados con Oxaloacetato en oposicion con el grupo control.

Ejemplo 5

Se repitio el experimento en el Ejemplo 4, excepto que los viales de los alimentos no se cambiaron cada 3 a 4 dias y
71 moscas fueron suplementadas con Oxaloacetato y 70 moscas no lo fueron. Esto dio como resultado infestaciones
de patdgenos microbianos que atacaron las moscas, colocando las moscas bajo "estrés". Es bien conocido en la
literatura que los animales con restriccion calérica sobreviven el estrés mejor que los animales de control
alimentados con una dieta ad libitum. Los datos del experimento son trazados y son representados en la Figura 5.

Los datos indicaron un incremento del promedio de la esperanza de vida, tanto bajo tensién, y un incremento
maximo de la esperanza de vida de 30%. El grupo suplementado de Oxaloacetato vivié significativamente més
tiempo, lo que indica una resistencia mejorada al estrés (también se encuentra en los animales con restriccion
caldrica).

Ejemplo 6

Ratones machos de tipo C57BI/6 de aproximadamente 9 meses de edad se obtuvieron de Harlan, San Diego, CA
como criadores jubilados. Estos ratones nacieron en el mismo dia. El ratén de tipo C57BL/ 6 es innato para reducir la
variacion genética entre los individuos. Los ratones fueron alojados en jaulas individuales y se les proporciond
cantidades ad libitum de pellas de alimentos fortificados (Kadee). La cantidad de alimento consumido se pesoé
diariamente, mientras que los ratones se pesaron semanalmente. Después de dos semanas, se establecio una linea
base del promedio de la comida consumida por los ratones en 7.1 gramos por ratén por dia. Ademas, después de un
ayuno durante la noche, para cada ratdn se registraron las lecturas de glucosa en sangre para cada ratén. En el
punto de dos semanas los ratones se agruparon en tres grupos equivalentes (basados en el peso inicial y
mediciones de glucosa en sangre en ayunas) de |) ocho "Ratones de Control " alimentados ad libitum; 1) ocho
ratones con "Restriccién en Calorias", alimentados inicialmente con 20% menos que el grupo de control durante dos
semanas, luego incrementado a ser alimentadas con 40% menos que el grupo de control, y lll) nueve ratones
suplementados con "Oxaloacetato" que fueron alimentados con una dosis creciente de Oxaloacetato en su alimento,
pero se les permitié comer libremente.

Los ratones macho de tipo C57B1/6, cuando se les permite comer libremente, ganan peso con la edad de forma
lineal. Los ratones se pesaron semanalmente durante 21 semanas y se registraron los pesos individuales y se
promediaron para formar un "grupo promedio" para cada uno de los tres grupos. El aumento en el incremento en
peso entre el grupo "Control" y el grupo suplementado con "Oxaloacetato" fue trazado como se representa en la
figura. 6. Los datos indican que los ratones de control aumentan en peso de una manera lineal, mientras que la
suplementacion con Oxaloacetato disminuye la cantidad de peso corporal que los ratones obtendran al comer
libremente. Cuanto mayor sea la cantidad de suplementacion de Oxaloacetato, mayor es la reduccion en la ganancia
de peso en una manera dependiente de la dosis. En el alimento con Oxaloacetato al 0.4%, los ratones de
Oxaloacetato ganaron 20% menos de peso que el grupo de control, a pesar de que ambos grupos se les permitid
comer libremente.
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Los resultados de este experimento indican que la suplementacion de Oxaloacetato se puede utilizar para reducir el
peso corporal en mamiferos.

Ejemplo 7

El experimento en el Ejemplo 6 se repitié con ratones macho de un mes de edad (en comparacion con los ratones
de nueve mes usado en el Ejemplo 6). Como en el anterior Ejemplo 6, ratones jovenes tipo C57B1/6 agrupados por
peso en tres grupos, 1) de Control; II) Restringido en Calorias; y Ill) Suplementados con Oxaloacetato. Sin embargo,
en vez de aumentar lentamente la dosis de Oxaloacetato, los ratones fueron sometidos a una concentraciéon de
Oxaloacetato al 0.4% desde el inicio del experimento, y los ratones de restriccién caldrica se colocaron
inmediatamente en una dieta restringida del 40%. Los ratones se pesaron semanalmente, y los resultados se
representaron graficamente como se representa en la Figura. 7.

La figura 7 muestra que los ratones jovenes también responden a la suplementacion de Oxaloacetato para una
ganancia de peso reducida. Notese que tomd aproximadamente tres semanas para que el efecto del Oxaloacetato
sea visto completamente, después de cuyo punto el diferencial de peso permanecié constante debido a la
dosificacién no variable.

Ejemplo 8

Tres ratones de cada uno de los tres grupos de los ratones C57B1/6 del Ejemplo 6 fueron sacrificados después de
21 semanas. El higado de cada animal fue extraido y cada conjunto de tres ratones fue agrupado y analizado para la
actividad del gen como se describe por Cao et al. La expresién del gen del grupo de ratones agrupados demostro
que cambia en respuesta a la suplementacién con Oxaloacetato y de una manera similar a los ratones bajo CR, en
comparacion con los ratones del grupo de control. Los ratones de la CR mostraron un cambio medible en la
expresion de 1,763 genes, mientras que los ratones de Oxaloacetato mostraron un cambio medible en 765 genes.
Debido a que cada grupo era una agrupacién de tres ratones, hay una variedad de respuestas individuales. Los
cambios en los resultados fisicos del grupo (por ejemplo, pérdida de peso, aumento de la esperanza de vida, y el
aumento de la esperanza de vida) se deben a genes expresados en comun por el grupo, no en la variacion
individual. Por lo tanto es importante tener en cuenta a los genes que cambiaron en la expresién del grupo de
control, pero se expresan comunmente entre el grupo de restriccion calérica y el grupo suplementado con
Oxaloacetato. Habia 363 genes expresados en comun entre el grupo de Oxaloacetato y el grupo de restriccion
caldrica que cambi6 en la expresion gendmica, en comparacion con el grupo control. Un analisis direccional de estos
363 genes comunes indicd que 98% de los genes expresados cambiados en comun entre el grupo de los ratones de
Oxaloacetato y el grupo de los ratones restringido de calorias se movié en la misma direccion (sobrerregulado o
subregulado) en comparacion con el grupo de los ratones de control. Asi, la suplementacién de Oxaloacetato imitaba
el mismo cambio gendmico en los ratones al igual que los ratones bajo la restriccién calérica, por 98% de los genes
en comun que cambiaron la expresion del grupo de control. Sin embargo, los ratones de Oxaloacetato, no tuvieron
que restringir su dieta, pero comieron libremente. La similitud del 98% en el cambio entre los ratones alimentados
con Oxaloacetato y los ratones de restricciébn calérica también se vinculan al hecho de que los ratones
suplementados con Oxaloacetato no ganaron tanto peso como los ratones de control (Ejemplo 6 y 7 mas arriba) y
también viven mas tiempo y son mas saludables (Ejemplo 9 mas abajo). La suplementaciéon de Oxaloacetato imita la
misma respuesta gendémica critica como la restriccion caldrica (Véase Figura 8). La dosis efectiva de Oxaloacetato
suministrada a los C. elegans y D. melanogaster aumenta la esperanza de vida de un 20 a 36%, e incrementa un
minimo en la esperanza de vida de los ratones en un 10%.

Ejemplo 9

Los ratones C57B1/6 del Ejemplo 6 que no fueron sacrificados en el Ejemplo 8 continuaron siendo alimentados
como tres grupos separados, 1) Control, 2) Restriccién de Calorias y 3) Oxaloacetato suplementado (a una dosis
constante de 0.4% en peso en los alimentos). Se observd que el grupo de Restriccion Caldrica y el grupo de
Oxaloacetato fue el grupo mas saludable durante el experimento, con una porciéon del grupo de Control siendo
afectado por la inflamacién caracterizada por episodios intermitentes de picazén y enrojecimiento de la piel. El
experimento es en continuacién tal como se presenta esta solicitud de patente, pero las indicaciones iniciales son
que el grupo de Oxaloacetato esta viviendo mas tiempo que el grupo de control, y por lo menos igual al grupo de
restriccion caldrica.

Los datos de esperanza de vida estan representado por la figura 9, en la cual en el mes 21° en sus vidas, la
suplementacién de Oxaloacetato incrementd la esperanza de vida del grupo por un minimo de 10% (y todavia
continua) sobre el grupo de control, y por lo menos igual a (o mejor) que el grupo de restriccion de calorias.

Ejemplo 10

Se identifica un individuo obeso que pesa aproximadamente 200 kg. Se le administran por via oral 1,000 mg de

Oxaloacetato durante un periodo de 30 dias, tomados cada tercer dia. El individuo no restringe calorias. Una
reduccion de la grasa corporal y el peso corporal es observada después del tratamiento.
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Ejemplo 11

Se identifican individuos que presentan trastornos relacionados con la edad incluyendo enfermedades del corazén y
osteoporosis. A la mitad de los individuos se les administra una dosis efectiva de aproximadamente 7 mg de
Oxaloacetato por kg de peso corporal, tomadas cada tercer dia durante un periodo de 30 dias 0 mas. A la otra mitad
de los individuos se les administré un placebo. Los individuos que reciben Oxaloacetato demuestran una reduccién
de los sintomas asociados con el envejecimiento incluyendo una disminucién en los niveles de glucosa en ayunas,
los niveles de insulina en ayunas, triglicéridos, los niveles de Hs-CRP, el colesterol total, colesterol LDL, y la presion
arterial sistdlica y diastdlica. Adicionalmente, también es observada una reduccion en el riesgo para la aterosclerosis
en comparacion con los individuos no tratados.

Ejemplo 12

Dos grupos de individuos estén expuestos a la radiacion UV del sol. Un grupo se aplica una concentracién de 8 mM
de Oxaloacetato a la piel, mientras que el grupo de control no lo hace. Ambos grupos tienen su piel medida para la
sintesis de ADN no programada (UDS), para medir la tasa relativa de reparacion del ADN. El grupo con
Oxaloacetato tiene un incremento significativo en la UDS sobre el grupo control.

Ejemplo 13
Dos grupos de individuos son diagnosticados con tipos similares de tumores de cancer. Un grupo ingiere una dosis
de 2,000 mg de Oxaloacetato por dia, mientras que el grupo de control no lo hace. El Oxaloacetato reduce la

cantidad de glucosa disponible para el tumor, lo que limita el crecimiento del tumor de una manera similar a la
observada en la restriccion calérica. El grupo de control no ve ninguna limitacién en el crecimiento tumoral.
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REIVINDICACIONES

1. El uso no terapéutico de una cantidad efectiva de una composicién de Oxaloacetato para reducir la grasa corporal
en un organismo, en donde el Oxaloacetato se refiere a acido oxaloacético, la sal del acido, u Oxaloacetato en una
solucion regulada, o mezclas de los mismos.

2. El uso no terapéutico de la reivindicacion 1, en donde dicha composicién es formulada para administracién oral,
administracion tépica o administracion parenteral.

3. El uso no terapéutico de la reivindicacion 1, en donde dicha composicion es formulada con un regulador.

4. El uso no terapéutico de la reivindicacién 1, en donde dicho organismo es un mamifero, preferiblemente un
humano.

5. Una cantidad eficaz de Oxaloacetato para uso en el tratamiento de cancer, artritis, endurecimiento de las
articulaciones, en donde Oxaloacetato se refiere a acido oxaloacético, la sal del acido, u Oxaloacetato en una
solucion regulada, o mezclas de los mismos.

6. El Oxaloacetato para uso de la reivindicacion 5, donde dicho compuesto es formulado para administracion oral,
tépica o parenteral.

7. El Oxaloacetato para uso de la reivindicacion 5, en donde dicho compuesto es formulado con un regulador.

8. El Oxaloacetato para uso de la reivindicacién 5, en donde dicho organismo es un mamifero, preferiblemente un
humano.

9. El Oxaloacetato para uso de la reivindicacion 5 que comprende ademas administrar un agente terapéutico
seleccionado del grupo que consiste de un agente antibacteriano, un agente antifingico, un agente
quimioterapéutico, una antihistamina, proteina, enzima, hormona, antiinflamatorios no esteroidales, un compuesto
inmunoestimulador y un esteroide.

10. El Oxaloacetato para uso de la reivindicacion 9, en donde dicho agente terapéutico es administrado
separadamente de dicho compuesto o en donde dicho agente terapéutico es administrado sustancialmente de forma
contemporanea con dicho compuesto.

11. Una cantidad farmacéuticamente efectiva de una composicion de Oxaloacetato para uso en el tratamiento del
cancer, en donde Oxaloacetato se refiere a acido oxaloacético, la sal del acido, u Oxaloacetato en una soluciéon
regulada, o mezclas de los mismos.

12. La composiciébn para uso de la reivindicacion 11, que comprende ademas administrar un agente
quimioterapéutico, seleccionado preferiblemente del grupo que consiste de ciclofosfamida, clorambucilo, melfalan,
estramustina, ifosfamida, prednimustina, busulfan, tiotepa, carmustina, lomustina, metotrexato, azatioprina,
mercaptopurina, tioguanina, citarabina, fluorouracilo, vinblastina, vincristina, vindesina, etopédsido, tenipdsido,
dactinomucina, doxorubina, dunorubicina, epirrubicina, bleomicina, nitomicina, cisplatino, carboplatino, procarbazina,
amacrina, mitoxantrona, tamoxifen, nilutamid, y aminoglutemida.

13. La composicion para uso de la reivindicacion 11, en donde dicha composicion es administrada por via oral o
parenteral.

14. La composicion para uso de la reivindicacion 12, en donde dicho agente quimioterapéutico es administrado antes
de la administracién del compuesto, o en donde dicho agente quimioterapéutico es administrado después de
administrar dicho compuesto, o en donde dicho agente quimioterapéutico es administrado sustancialmente de forma
contemporanea con dicho compuesto.

15. La composicion para uso de la reivindicacion 11, en donde dicho cancer es seleccionado del grupo que consiste
de enfermedad de tumor sélido maligno primario y metastasico y una malignidad hematoldgica, preferiblemente en
donde dicha malignidad hematoldgica es seleccionada del grupo que consiste de leucemia mielogenosa aguda y
cronica, leucemia linfatica aguda y crénica, mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrédm, leucemia de
células vellosas, sindrome mielodisplasico, policitemia vera y trombocitosis esencial.
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Figura 1. Diodo Biolégico La relacién de NAD+/NADH se incrementa por la adicion de Oxaloacetato.

El oxaloacetato extracelular suministrado penetra la membrana celular, pero no puede penetrar en la membrana
mitocondrial interna. El Oxaloacetato se convierte en malato en el citosol debido al alto delta G negativo de la
reaccion.

El malato citosélico producido se difunde en las mitocondrias, pero solamente es convertido lentamente por el Ciclo
del Acido Citrico de nuevo en Oxaloacetato (luego en Citrato) debido al alto delta G positivo de la reaccién. La
energia que tipicamente abastece esta conversion no es accesible debido al punto de entrada de malato en el Ciclo
del Acido Citrico. Esto mantiene la relacion NAD+/ NADH mas alto que lo que ocurriria normalmente, imitando las
condiciones de la Restriccion Caldrica. El incremento en NAD+/ NADH actua como una sefial para regular genes
para producir las reparaciones beneficiosos, reduce la incidencia de cancer y otras enfermedades relacionadas con
la edad, bloguea la produccion de grasa, reduce la apoptosis y incrementa la esperanza de vida total del organismo.
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