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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la potenciacion de la capacidad de concentracion
Campo técnico de la invencion

La presente invencion versa sobre composiciones que contienen alanilglutamina o una sal de la misma como principio
activo para la potenciacion de la capacidad de concentracion.

Antecedentes de la invencion

La alanilglutamina es un dipéptido que contiene dos aminoacidos —alanina y glutamina—, y en el cuerpo es degradado
inmediatamente, dando lugar a alanina y glutamina (remitirse a “Clinical Science”, 1988, vol. 75, n° 5, pp. 463-8). Es
sabido que la accion de la glutamina tiene muchos efectos en la funciones fisiologicas, tales como la regulacion del
metabolismo de las proteinas musculoesqueléticas, la reparacion de la mucosa del intestino delgado y la mejora de la
funcién inmunoldgica, y se ha documentado que los efectos de la alanina en las funciones fisioldgicas incluyen una
accion de supresion de los niveles de azlcar en sangre en pacientes con diabetes (remitirse a “L-Alanyl-L-Glutamine”,
Kyowa Hakko Co., Ltd., 2006, p. 1).

También se ha documentado que la alanilglutamina tiene una accion de potenciacion del rendimiento de la vision
(remitirse a WO 2013/129700 A1).

La alanilglutamina es superior en estabilidad térmica y solubilidad en soluciones acuosas con respecto a la glutamina,
que tiene baja solubilidad y estabilidad deficiente (remitirse a “L-Alanyl-L-Glutamine”, Kyowa Hakko Co., Ltd., 2006, p.
3), y es usada en agentes nutricionales parenterales como fuente de suministro de glutamina.

No obstante, no se sabe que la alanilglutamina tenga una accion de potenciacion de la capacidad de concentracion.
Compendio de la invencion
Un objeto de la presente invencion es ofrecer una composicion que potencia la capacidad de concentracion.

Un aspecto de la presente invencién es una composicion para la potenciacion de la capacidad de concentracion que
contiene alanilglutamina o una sal de la misma como principio activo.

Otro aspecto de la presente invencion es un método de potenciaciéon de la capacidad de concentracién administrando
una cantidad efectiva de alanilglutamina o de una sal de la misma a un sujeto necesitado de ello.

Otro aspecto adicional de la presente invencion es el uso de alanilglutamina o de una sal de la misma para producir
una composicion para la potenciacién de la capacidad de concentracion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un dibujo que muestra el protocolo de ensayos usado en los Ejemplos.

La Figura 2 es un grafico que muestra la pérdida de masa corporal durante una carrera de 60 minutos.

La Figura 3 es un grafico que muestra la frecuencia cardiaca durante una carrera de 60 minutos.

La Figura 4 es un grafico que muestra el consumo de oxigeno durante una carrera de 60 minutos.

La Figura 5 es un grafico que muestra la activacion muscular del vastus lateralis durante una carrera de 60 minutos.
La Figura 6 es un grafico que muestra la activacion muscular del rectus femoris durante una carrera de 60 minutos.

La Figura 7 es un grafico que muestra la activacion muscular del vastus lateralis durante la carrera hasta el
agotamiento.

La Figura 8 es un grafico que muestra la activacion muscular del rectus femoris durante la carrera hasta el agotamiento.
La Figura 9 es un grafico que muestra los niveles de lactato plasmatico en los respectivos puntos temporales.

La Figura 10 es un grafico que muestra los niveles de glucosa plasmatica en los respectivos puntos temporales.

La Figura 11 es un grafico que muestra las osmolalidades del plasma en los respectivos puntos temporales.

La Figura 12 es un grafico que muestra los niveles de potasio plasmatico en los respectivos puntos temporales.

La Figura 13 es un grafico que muestra los niveles medios de potasio plasmatico de los participantes en los respectivos
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puntos temporales.

La Figura 14 es un grafico que muestra los niveles de glutamina plasmatica en los respectivos puntos temporales.
La Figura 15 es un grafico que muestra la duracion de la carrera hasta el agotamiento.

La Figura 16 es un grafico que muestra el cambio en el tiempo de reaccion visual a un estimulo visual.

La Figura 17 es un grafico que muestra el cambio en el tiempo de reaccion motora a un estimulo visual.

La Figura 18 es un grafico que muestra el cambio en el tiempo de reaccion fisica a un estimulo visual.

La Figura 19 es un grafico que muestra la diferencia en el numero de aciertos durante las evaluaciones en el MODO A.
La Figura 20 es un grafico que muestra la diferencia en velocidad por acierto durante las evaluaciones en el MODO A.
La Figura 21 es un grafico que muestra la diferencia en el nimero de aciertos durante las evaluaciones en el MODO B.
La Figura 22 es un grafico que muestra la diferencia en velocidad por acierto durante las evaluaciones en el MODO B.
La Figura 23 es un grafico que muestra el cambio en el seguimiento de multiples objetos.

La Figura 24 es un grafico que muestra el cambio en la reaccion de la parte inferior del cuerpo.

La Figura 25 es un grafico que muestra el cambio entre ensayos en pruebas de restas en serie.

La Figura 26 es un grafico que muestra el cambio de tiempo por respuesta acertada entre ensayos en pruebas de
restas en serie.

La Figura 27 muestra a un sujeto que participa en el ensayo de reaccion de la parte inferior del cuerpo en el
temporizador de reaccion Quick Board™ y el cambio en la reaccion de la parte inferior del cuerpo.

Descripcion detallada de la invencién

En la composicion de la presente invencion, la alanina y la glutamina son los aminoacidos que constituyen la
alanilglutamina. Cada una puede ser de las formas L o D, respectivamente, y se prefieren las formas L.

Las sales de alanilglutamina incluyen sales de adicion de acidos, sales metalicas, sales amonicas, sales de adicion
de aminas organicas, sales de adicién de aminoacidos y similares.

Las sales de adicion de acidos incluyen sales de acidos inorganicos como clorhidrato, hidrosulfato, nitrato y fosfato; y
sales de acidos organicos como acetato, maleato, fumarato, citrato, malato, lactato, a-cetoglutarato, gluconato y
caprilato.

Las sales metdlicas incluyen sales de metales alcalinos como sal de sodio y sal de potasio; sales de metales
alcalinotérreos como sal de calcio; sal de magnesio; sal de aluminio; sal de cinc y similares.

Las sales amodnicas incluyen sales de amonio, tetrametil amonio y similares.
Las sales de adicion de aminas organicas incluyen sales de morfolino, piperidina y similares.

Las sales de adicion de aminoacidos incluyen sales de glicina, fenilalanina, lisina, acido aspartico, acido glutamico y
similares.

La alanilglutamina puede ser producida segun cualquier método, tal como el método sintético, el método enzimatico o
el método de fermentacion.

Los métodos para producir alanilglutamina incluyen, por ejemplo, los citados en el Boletin de la Asociacion Quimica
del Japodn, 34, 739 (1961), 35, 1966 (1962), 37, 200 (1964), en la patente europea n° 311057, en la patente alemana
n® 3206784, en la publicacion de patente japonesa pendiente de examen n° H6-234715, y en el documento
W02004/058960.

Para la alanilglutamina pueden usarse productos comerciales (los fabricados por Kyowa Hakko, Co., Ltd., Kokusan
Kagaku, Co., Ltd., y Bachem AG, etc.).

En la presente invencion, la capacidad de concentracion se refiere a la capacidad de intensificar o mantener la agudeza
mental, la atencidn, la conciencia o similares sobre cierto asunto. La composiciéon de la presente invenciéon puede
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potenciar la capacidad de concentracion en actividades como el aprendizaje y los deportes. La potenciacion de la
capacidad de concentracion puede dar lugar a la capacidad de reaccionar, tener en cuenta o procesar un estimulo
(por ejemplo, un estimulo visual, un estimulo auditivo) o informacion de una forma mas apropiada (por ejemplo, en
términos de precision, rapidez y persistencia).

La alanilglutamina o una sal de la misma puede ser administrada tal cual como la composicion de la presente invencion
para la potenciacion de la capacidad de concentracion, pero, preferentemente, la alanilglutamina es proporcionada en
cualquiera de diversas preparaciones farmacéuticas.

Estas preparaciones farmacéuticas contienen alanilglutamina o una sal de la misma como principio activo, pero
también pueden contener otros principios activos terapéuticos cualesquiera. Ademas, estas preparaciones
farmacéuticas pueden ser producidas por cualquier método bien conocido en el campo técnico de la industria
farmacéutica mezclando principios activos con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Es deseable usar la preparacion farmacéutica a través de la via de administracién que sea mas efectiva para la
potenciacion de la capacidad de concentracion, y ejemplos de la misma incluyen la administracion oral y la
administracion parenteral, tal como la administracion intravenosa, la administracién intraperitoneal o la administracion
subcutanea; pero se prefiere la administracién oral.

La forma posoldgica puede ser preparaciones orales, como comprimidos, polvos, granulos, pildoras, suspensiones,
emulsiones, infusiones/decocciones, capsulas, jarabes, preparaciones liquidas, elixires, extractos, tinturas y extractos
liquidos, o preparaciones parenterales, como inyecciones, goteo 1V, cremas y supositorios; pero son preferibles las
preparaciones orales.

Cuando se preparan preparaciones orales, pueden usarse excipientes como materiales de carga, aglutinantes,
desintegradores, lubricantes, dispersantes, agentes de suspension, emulsionantes, diluyentes, tampones,
antioxidantes, inhibidores microbianos y similares.

Pueden formularse preparaciones liquidas adecuadas para la administracion oral —por ejemplo, jarabes— afiadiendo:
agua; un sacarido como sacarosa, sorbitol o fructosa; un glicol, como polietilenglicol, o propilenglicol; un aceite, como
aceite de ajonjoli, aceite de oliva, o aceite de soja; un antiséptico, como un éster de p-hidroxibenzoato; un conservante,
como un derivado de paraoxibenzoato, como paraoxibenzoato metilico o benzoato sédico; un sabor, como sabor a
fresa o menta; o similares.

Ademas, pueden formularse, por ejemplo, comprimidos, polvos o granulos, cada uno de los cuales es adecuado para
la administracion oral, afiadiendo: un sacarido, como lactosa, azucar, glucosa, sacarosa, manitol o sorbitol; un almidon,
como el de patata, trigo o maiz; una sustancia inorganica, como carbonato calcico, sulfato calcico, carbonato acido de
sodio o cloruro sadico; un material de carga, como celulosa cristalina o polvo vegetal, como polvo de raiz de regaliz,
polvo de genciana o similares; un desintegrador, como almidén, agar, polvo de gelatina, celulosa cristalina, carmelosa
sodica, carmelosa calcica, carbonato calcico, carbonato acido de sodio o alginato sddico; un lubricante, como estearato
de magnesio, talco, aceite vegetal hidrogenado, macrogol o aceite de silicona; un aglutinante, como alcohol polivinilico,
celulosa hidroxipropilica, celulosa metilica, celulosa etilica, carmelosa, gelatina o pasta de almidén; un tensioactivo,
como un éster de acido graso; un plastificante, como glicerol; o similares.

A las preparaciones adecuadas para la administracion oral pueden afiadirse aditivos usados generalmente en
alimentos o bebidas, que incluyen: edulcorantes, colorantes, conservantes, estabilizantes espesantes, antioxidantes,
agentes colorantes, blanqueantes, antifungicos, gomas base, amargantes, enzimas, ceras, acidulantes, condimentos,
emulsionantes, agentes reforzantes, agentes de fabricacion, sabores, extractos de especias o similares.

La preparacion adecuada para la administracién oral puede ser usada como un alimento o una bebida para la
potenciacion de la capacidad de concentracion, tal como un alimento saludable, un alimento funcional, un suplemento
alimenticio o un alimento para un uso especifico relacionado con la salud; y estos pueden estar en forma no procesada
o en formas tales un alimento en polvo, un alimento en forma de laminas, un alimento embotellado, un alimento
enlatado, un alimento en forma de retorta, un alimento en comprimidos, un alimento liquido o una preparacion bebible.

Una administracion parenteral adecuada incluye, por ejemplo, una inyeccion que, preferentemente, contiene una
preparacion acuosa esterilizada que contiene alanilglutamina o una sal de la misma, que es isotonica para la sangre
del receptor. En el caso de una inyeccion, se prepara, por ejemplo, una solucién para la inyeccién usando un vehiculo
que contiene una solucién de sal, una soluciéon de glucosa o una mezcla de una solucién de sal y una soluciéon de
glucosa, o similares.

Ademas, a estas preparaciones parenterales también pueden afiadirse uno o mas componentes auxiliares
seleccionados entre los diluyentes, antisépticos, sabores, materiales de carga, desintegradores, aglutinantes,
tensioactivos y plastificantes descritos en los ejemplos de las preparaciones orales y similares.

En las composiciones de la presente invencién, se selecciona de manera apropiada la concentracién de
alanilglutamina o de una sal de la misma dependiendo del tipo de preparacion, del efecto previsto por la administracion
de la preparacion y similares, pero, por ejemplo, la concentracion en el caso de una preparacion oral suele ser 0,1 a
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100% en peso como alanilglutamina o una sal de la misma, preferentemente 0,5 a 70% en peso, y se prefiere en
particular 1 a 50% en peso.

La dosis y la frecuencia de administracion de las composiciones de la presente invencion pueden variar dependiendo
de la forma posoldgica, de la edad y del peso corporal del paciente, y de la naturaleza o la gravedad de los sintomas
que deban ser tratados, pero, en general, se administran de una a varias veces al dia, habitualmente en una cantidad
de 5 mg a 10.000 mg, preferentemente de 50 mg a 5.000 mg, mas preferentemente de 500 mg a 3.000 mg por dia
para un adulto en términos de alanilglutamina o de una sal de la misma. El periodo de dosificacion no esta limitado en
particular, pero suele estar entre 1 dia y 1 afo, preferentemente entre 2 semanas y 3 meses.

Ejemplos
Objetivos del estudio

1) Examinar la eficacia del dipéptido L-alanil-L-glutamina (Sustamina™) en la reaccion de las partes superior e
inferior del cuerpo, en el seguimiento de multiples objetos, y en la funcion cognitiva durante una actividad de
resistencia prolongada.

2) Examinar la eficacia de la ingesta de Sustamina™ en los cambios en las concentraciones de glutamina, sodio y
potasio plasmaticos en comparacion con una bebida deportiva que solo tiene sabor.

3) Examinar los efectos de la Sustamina™ en el consumo de oxigeno, la frecuencia cardiaca, la presion arterial y el
cociente respiratorio durante un ejercicio de resistencia prolongada.

4) Examinar los efectos de la Sustamina™ en los patrones de activaciéon muscular y la fatiga durante un ejercicio de
resistencia prolongada.

Métodos
Sujetos

Al estudio se presentaron como voluntarios doce corredores varones (media + SD [desviacion tipica]; 23,5 + 3,9 afios;
70,7 £8,0 kg; 175,5 £ 5,7 cm; 55,9 + 6,2 ml-kg-min™"). Tras una explicacién de todos los procedimientos, los riesgos y
los beneficios, cada participante dio su consentimiento informado antes de participar en este estudio. La Junta
Institucional de Revision de la Universidad aprobo el protocolo de investigacion. El protocolo del estudio fue un disefio
doble ciego cruzado. No se permitié a los participantes usar ningin suplemento nutricional adicional ni medicamentos
mientras estuvieron inscritos en el estudio. La deteccion de suplementos nutricionales y el uso de farmacos
potenciadores del rendimiento se realizé por medio de un cuestionario de historial de salud completado durante el
reclutamiento de los participantes.

Protocolo de ensayos

El protocolo de ensayos se muestra en la Figura 1. La recogida de datos se produjo en cuatro ocasiones diferentes.
Cada sesion requeria que los participantes realizaran una carrera de 60 minutos al 75% de su VO;max medida
previamente. Tras esta carrera, todos los participantes realizaron una carrera al 90% de su VO-max hasta el
agotamiento volitivo. Todos los participantes realizaron su primer ensayo (DHI) sin rehidratacion alguna. Durante esta
sesion, se determinod el peso total perdido durante el ensayo. La pérdida de liquido que se produjo durante esta sesion
fue usada entonces para determinar la tasa de sudoracién del participante (L-hr'). Para continuar en el estudio, la
tasa de sudoracion del participante fue o super6 1,3 L-hr'. Durante los tres ensayos siguientes, se proporcionaron a
los participantes 250 ml de liquido cada 15 minutos en cantidades iguales. Durante uno de los ensayos, los
participantes consumieron Unicamente una bebida deportiva con sabor (ELECT unicamente), mientras que durante
los otros ensayos los participantes consumieron el suplemento de alanina-glutamina (Sustamina™) mezclado en la
misma bebida deportiva con sabor a una dosis baja (DB: 300 mg por 500 ml) o alta (DA: 1 g por 500 ml).

Los participantes fueron evaluados para determinar la reaccién de las partes superior e inferior del cuerpo, el
seguimiento y la funcién cognitiva antes del inicio de cada sesidn de egjercicio y a la conclusién del ejercicio. Durante
el protocolo, se midieron cada 15 minutos el consumo de oxigeno, el cociente respiratorio y la frecuencia cardiaca. Se
realizaron medidas de electromiografia (EMG) cada 10 minutos durante una carrera de 60 minutos y durante toda la
carrera hasta el agotamiento. La sefial media de EMG con respecto a la salida maxima de EMG fue promediada a lo
largo de toda la carrera de 60 minutos y de la carrera hasta el agotamiento.

Medidas de la hidratacion

Dos sesiones de ensayos preliminares, en dias no consecutivos, ocurrieron al menos 1 semana antes del inicio del
ensayo experimental. Los participantes fueron pesados en varias ocasiones en un estado postabsortivo bien hidratado
para establecer un peso corporal de referencia. Se analizé una muestra de orina para obtener la osmolalidad (Uosm)
por depresion de la temperatura de congelacién, y se uso6 el peso especifico de la orina (Usg) por refractometria para
documentar la buena hidratacion en todos los dias preliminares; se definié Usq < 1,020 como buena hidratacion.
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Analisis sanguineos

Durante cada sesion experimental, se obtuvieron muestras de sangre de referencia (BL) antes del ejercicio. También
se obtuvieron muestras adicionales de sangre durante la sesion de ejercicio a los 30 minutos, los 45 minutos y los 60
minutos. Todas las muestras de sangre fueron obtenidas usando una canula de teflon de calibre 20 colocada en una
vena superficial del antebrazo usando una llave de paso de 3 vias con un adaptador de bloqueo luer macho. La canula
se mantuvo expedita usando una solucion salina isotdnica. Se extrajeron muestras de sangre BL tras un periodo de
equilibrio de 15 minutos antes del ejercicio. Las muestras de sangre fueron obtenidas a la misma hora del dia durante
cada sesion.

Las muestras de sangre fueron extraidas introduciéndolas en tubos no tratados o tratados con EDTA. Las muestras
de sangre fueron analizadas por triplicado para obtener el hematocrito mediante la técnica microcapilar y la
hemoglobina. La sangre total restante fue centrifugada durante 15 minutos a 1500g a 4°C. El plasma y el suero
resultantes fueron divididos en partes alicuotas y almacenados a -80°C hasta su analisis. Las muestras fueron
descongeladas una sola vez.

Analisis bioquimicos

Las concentraciones de glucosa y lactato plasmaticos fueron determinadas por duplicado con un analizador
automatizado (analizador de metabolitos enzimaticos Analox GM7, Analox Instruments USA, Lunenburg,
Massachusetts). La glutamina plasmatica fue analizada con el uso de un espectrofotdmetro y un equipo de reactivos
enzimaticos disponible comercialmente (Abnova, Jhongli, Taiwan) segun las instrucciones del fabricante. Los valores
de inmunorreactividad sérica se determinaron usando un espectrofotdmetro BioTekEon (BioTek, Winooski, Vermont,
EE. UU.). Las concentraciones de sodio y potasio plasmaticos fueron evaluadas mediante electrodos selectivos de
iones (EasyElectrolyte, Medica, Bedford, Massachusetts). La osmolalidad plasmatica fue medida por depresion de la
temperatura de congelacion (modelo 3320; osmémetro de micromuestras, Advanced Instruments, Inc., Norwood,
Massachusetts).

Mediciones de rendimiento
Reaccion y agilidad

La medicion del tiempo de reaccién de la parte superior del cuerpo se realizdé en el dispositivo de entrenamiento
visuomotor Dynavision D2 (D2; Dynavision International LLC, West Chester, Ohio). El D2 es un dispositivo luminico
de reaccion de entrenamiento, desarrollado para entrenar la integracion sensorial motora a través del sistema visual.
Consiste en un tablero (1,22 m x 1,22 m) que se puede subir o bajar en relacién con la altura del operador. Contiene
64 botones diana dispuestos en cinco circulos concéntricos que rodean una pantalla central que pueden iluminarse
para servir de estimulo para el participante. A los participantes se les mandé que adoptaran una postura atlética
coémoda y se mantuvieran de pie a una distancia del tablero desde la que pudieran alcanzar facilmente todas las luces.
La altura del tablero se ajusté de modo que la pantalla LCD se situara justo por debajo del nivel de los ojos. Se realizé
un total de tres ensayos de reaccion diferentes. Se indico a los participantes que fijaran su mirada en la pantalla LCD
en el centro del tablero y que mantuvieran su alli su atencion durante todo el experimento.

La primera evaluacion midié el tiempo de reaccion visual, motora y fisica del participante a un estimulo con la mano
dominante. El ensayo se iniciaba cuando el participante ponia y mantenia su mano en el botén “de inicio” iluminado.
A continuacion, se presentaba un estimulo en una de cinco ubicaciones, paralelas al botén de inicio. El tiempo de
reaccion visual se determinaba como la cantidad de tiempo desde la identificacion del estimulo y el inicio de una
reaccion al dejar el boton de inicio. El tiempo de respuesta motora se determinaba por el tiempo (medido en centésimas
de segundo) que llevaba golpear fisicamente el estimulo tras la reaccion visual inicial, y era medido como la cantidad
de tiempo desde que la mano dejaba el botén de inicio hasta que golpeaba el estimulo. El tiempo de reaccion fisica
se determinaba por el tiempo total transcurrido desde la introduccién del estimulo diana hasta la finalizacion fisica de
la tarea (volviendo al botdn de inicio después de golpear el estimulo). Se registré el promedio de 10 intentos de cada
medida.

La segunda evaluacion (MODO A) midié la capacidad del participante de reaccionar a un estimulo al cambiar este
posiciones en el tablero. Un estimulo inicial se presentara en el D2 en una ubicacion aleatoria de entre 6. El estimulo
permanecia iluminado hasta que fuera golpeado por el participante. Acto seguido, el estimulo aparecia en otra
ubicacion aleatoria. Se indicé al participante que identificara y golpeara tantos estimulos como fuera posible en menos
de 60 segundos. Se registraron para cada participante el nimero de aciertos y el tiempo medio por acierto.

La tercera evaluacion (MODO B) fue similar a la medida anterior, porque se pidi6 a los participantes que reaccionaran
a un estimulo visual al cambiar este posiciones en el tablero. Sin embargo, la diferencia entre las dos evaluaciones
era que el estimulo se mantenia durante 1 segundo antes de cambiar a otra ubicacion aleatoria, y se pidi6 a cada
participante que expresara verbalmente un nimero de cinco digitos que se presentaba en la pantalla central del D2
durante cada evaluacidon. La aparicion de los digitos suponia una exigencia adicional para los recursos de
procesamiento de informacion del participante. Se indico al participante que identificara con éxito y golpeara cada
estimulo antes de que cambiara de posicién y que anotara tantos golpes como fuera posible en menos de 60
segundos. Se registrdé para cada participante el nimero de aciertos.
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El tiempo de reaccion de la parte inferior el cuerpo fue evaluado mediante un ensayo de reaccion de 20 segundos en
el temporizador de reaccién (QB) Quick Board™ (The Quick Board, LLC, Memphis, Tennessee). Los participantes
estaban de pie sobre un tablero de cinco circulos con un patréon de 2 x 1 x 2. El participante estaba de pie con las
piernas abiertas sobre el circulo central y reaccionaba a un estimulo visual situado en una caja de visualizacion que
representaba una de cinco luces potenciales que correspondian a los circulos del tablero. Tras la activacién de la luz,
el participante intentaba mover el pie mas cercano al circulo que correspondiera al estimulo visual. Tras una conexion
con éxito, aparecia el estimulo siguiente. Se registraron el numero total de intentos coronados por el éxito para el
ensayo de 20 segundos y el tiempo medio entre la activacion de la luz y la respuesta al circulo correspondiente.

Seguimiento

El seguimiento optico visual fue evaluado usando un sistema del Entorno Virtual Automatico Cavernario (CAVE). El
CAVE es una habitacion de 2,4 m x 2,4 m x 2,4 m que incluye una pared frontal para la proyeccion sobre lienzo que
servia como superficie para la proyeccion de imagenes. Se sincronizaron cuatro proyectores de alta resolucion, y la
imagen se proyectd en la pantalla frontal. Los participantes siguieron 4 de 8 objetos que se movian en un plano
tridimensional. La velocidad de movimiento comenzé6 con una velocidad de seguimiento lenta y progresé en funcion
del rendimiento del participante individual. Cada participante realizd 10 ensayos. Durante cada ensayo, los
participantes llevaban puestas gafas tridimensionales. Se registro la velocidad de movimiento que tuvo mas éxito.

Funcion cognitiva

Para analizar la funcion cognitiva se utilizé una version modificada del ensayo original de sietes en serie. Este ensayo
consistia en una prueba oral cronometrada de dos minutos en la que se pedia a los participantes que restaran el
numero 7 de un nimero aleatorio de cuatro digitos generado por ordenador para medir con cuanta rapidez y precision
podian calcular un problema matematico simple. Los numeros generados por ordenador se escribieron en fichas
estandar. Se dio a los participantes una pila aleatoria de fichas y se les pidi6 que completaran tantos calculos como
fuera posible en el periodo de dos minutos. El participante y el encargado de anotar los resultados se sentaban uno
frente al otro durante el ensayo. Las respuestas a los calculos estaban escritas a lapiz en el reverso de las fichas para
que las viera el encargado de anotar los resultados. Los participantes no podian ver la respuesta correcta. Una vez
que el participante soltaba la ficha, se consideraba que su respuesta era inalterable. Se registraron el nimero de
respuestas correctas y el tiempo medio por respuesta correcta.

Medidas cardiovasculares y metabdlicas

Inmediatamente antes del ejercicio, se equipaba a los sujetos con una mascara para medir el consumo de oxigeno
(VO2) y el cociente respiratorio (RQ) mediante espirometria de circuito abierto usando un carrito de medicion
metabdlica con andlisis respiracion por respiracion (ParvoMedics, Sandy, Utah). La calibracion de la maquina se
realizaba antes de cada sesion. Se obtuvieron medidas de VO;, RQ y frecuencia cardiaca usando un monitor HR
inalambrico de HR [frecuencia cardiaca] cada 20 minutos durante el protocolo del ejercicio.

Fatiga neuromuscular

Antes del ejercicio, se coloco una disposicion de electrodo bipolar de superficie (4,6 cm de centro a centro) (Quinton
Quick-Prep de plata-cloruro de plata) sobre el musculo vastus lateralis derecho, a aproximadamente un 60 por ciento
de la distancia desde la porcion lateral de la rétula en una linea con el trocanter mayor. El electrodo de referencia fue
colocado sobre el epicondilo lateral del fémur distal. La impedancia entre electrodos se mantuvo por debajo de los
5.000 ohmios, con abrasién de la piel debajo de los electrodos. Las sefiales EMG no procesadas fueron
preamplificadas usando un amplificador diferencial (MP150 BIOPAC Systems, Inc., Santa Barbara, California),
muestreadas a 1.000 Hz, y almacenadas en un ordenador personal (Dell Latitude E6530, Dell Inc., Round Rock, Texas)
para su analisis en diferido. La sefial EMG se expresé como valores de amplitud (uVrms) de media cuadratica (RMS)
mediante soporte légico (AcgKnowledge v4.2, BIOPAC Systems, Inc., Santa Barbara, California).

Antes de cada ensayo, los participantes realizaron una contraccion isométrica de maximo esfuerzo de los extensores
de la rodilla. Durante cada ensayo, se registraron valores de amplitud de EMG-RMS cada 10 minutos y se
documentaron como un porcentaje del valor maximo. Se registro el porcentaje promedio de EMG tanto para la carrera
de 60 minutos como para la carrera hasta el agotamiento.

Programa de suplementos

Durante las sesiones experimentales en las que los participantes fueron reabastecidos de liquidos, los participantes
consumieron ya fuera el suplemento o el placebo (bebida comercial de electrolitos) durante el ejercicio. Ambos liquidos
contenian sodio (110 mg) y potasio (30 mg) por racion de 240 ml. El suplemento de L-alanil-L-glutamina (Sustamina™)
se mezcloé con la bebida comercial de electrolitos y era indistinguible en aspecto y sabor con respecto al placebo. La
ingesta de liquidos (250 ml) se producia cada 15 minutos del ensayo del ejercicio. Durante el periodo del ejercicio se
consumi6 un total de 1 L.
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Determinacion de la tasa de sudoracion

Durante el ensayo, en el cual no se proporcioné nada de agua, los sujetos fueron pesados antes y después del
ejercicio. La diferencia en peso fue atribuida a la pérdida por sudoracion.

Analisis estadistico

La evaluacion estadistica del rendimiento, los cambios fisioldgicos y bioquimicos se analizdé usando un andlisis de
varianza (ANOVA) de medidas reiteradas. En el caso de una proporcién F significativa, se usaron ensayos de LSD
post hoc para comparaciones por pares. Se acepto la significacion a un nivel alfa de of p < 0,05. Todos los datos estan
documentados como media + SD.

Ademas, para hacer inferencias sobre los verdaderos efectos de los diferentes ensayos sobre el rendimiento de
reaccion, en este estudio se us6 un analisis basado en la magnitud de las diferencias, calculadas a partir de intervalos
de confianza del 90%, segun describieron anteriormente Batterham y Hopkins (2005). Las diferencias en el rendimiento
Post - Pre (respuesta A) entre ensayos fueron analizadas por medio de una hoja de calculo publicada (Hopkins 2007),
con el cambio no trivial mas pequefio establecido en el 20% de la desviacion tipica mayor (Batterham y Hopkins 2005).
Todos los datos son expresados como un efecto medio £ SD, con cambios porcentuales de resultado beneficioso,
trivial o negativo. Las inferencias cualitativas basadas en cambios cuantitativos fueron evaluadas como: <1% casi con
seguridad no, 1-5% muy improbable, 5-25% improbable, 25-75% posiblemente, 75-95% probable, 95-99% muy
probable y >99% casi seguro (Hopkins 2002).

Resultados

Durante el ensayo DHI, los sujetos perdieron 1,7 + 0,23 kg de masa corporal durante una carrera de 60 minutos. Esto
representaba un 2,4% de pérdida de peso corporal. Esto fue significativamente mas de lo que se vio en todos los
demas ensayos (véase la Figura 2). No se observd ninguna otra diferencia significativa.

Los pesos especificos de la orina indicaron que los participantes fueron bien hidratados antes de todos los ensayos
(1,014 £ 0,008).

Medidas fisiologicas

Durante la carrera de 60 minutos, las frecuencias cardiacas fueron significativamente mas altas en DHI que en ELECT
unicamente y DA (véase la Figura 3). No se observo ninguna otra diferencia significativa entre ensayos.

El consumo medio de oxigeno durante la carrera de 60 minutos parecié ser similar entre todos los ensayos durante la
carrera de 60 minutos (véase la Figura 4).

En las Figuras 5 y 6, respectivamente, se representa la activacion muscular del vastus lateralis y del rectus femoris
durante la carrera de 60 minutos. No se observé ninguna diferencia significativa en activacion muscular entre los
ensayos en ninguno de los dos grupos de musculos.

En las Figuras 7 y 8, respectivamente, se representa la activacion muscular del vastus lateralis y del rectus femoris
durante la carrera hasta el agotamiento. No se observé ninguna diferencia significativa en activacion muscular entre
los ensayos en ninguno de los dos grupos de musculos.

Analisis sanguineos

En la Figura 9 se representan los lactatos en sangre. El lactato en sangre a los 60 minutos fue significativamente mas
alto en el ensayo DHI que en todos los demas. No se observo ninguna otra diferencia entre ensayos en ninguin punto
temporal.

En las Figuras 10 y 11, respectivamente, se muestran la glucosa plasmatica y la osmolalidad plasmatica. Las
concentraciones plasmaticas de glucosa no fueron significativamente diferentes entre ensayos en ningun punto
temporal. La osmolalidad plasmatica fue significativamente elevada a los 45 minutos para DHI en comparacién con
ELECT unicamente and DB, y significativamente mayor a los 60 minutos para DHI en comparacion con todos los
demas ensayos.

En las Figuras 12 y 13, respectivamente, se muestran las concentraciones plasmaticas de potasio y sodio. Para las
concentraciones plasmaticas de potasio se vieron efectos principales significativos en funcion del tiempo.

Las concentraciones plasmaticas de potasio se elevaron significativamente en cada punto temporal con respecto al
punto temporal anterior. Sin embargo, no se observd diferencia alguna entre ensayos. De forma similar, las
concentraciones plasmaticas de sodio se elevaron significativamente de PRE a 30, 45 y 60 minutos para todos los
ensayos (p < 0,05). Durante el ensayo DHI, las concentraciones plasmaticas de sodio fueron significativamente
mayores que en todos los ensayos (p < 0,05). Las concentraciones de sodio a los 60 minutos fueron significativamente
mayores en DHI con respecto a todos los demas ensayos. Ademas, las concentraciones plasmaticas de sodio a los
60 minutos fueron significativamente mayores en DHI con respecto a todos los demas ensayos, mientras que las
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concentraciones plasmaticas de sodio en DB fueron significativamente mayores que EC y DA (p < 0,05).

En la Figura 14 pueden observarse las concentraciones plasmaticas de glutamina. Se observé una diferencia
significativamente en las concentraciones plasmaticas de glutamina a los 45 minutos entre DA y DB. No se observo
ninguna otra diferencia significativa.

Medidas de rendimiento

Los tiempos de carrera al 90% de VOzmax fueron significativamente mas largos a DB y DA con respecto a DHI (Figura
15). No se observo ninguna otra diferencia significativa. En las Figuras 16 - 18, respectivamente, el cambio en los
tiempos de reaccion visual, motora y fisica a un estimulo visual. No se observo ninguna diferencia significativa entre
grupos.

En las Figuras 19 and 20, respectivamente, se representan las diferencias en el nimero de aciertos y la velocidad por
acierto durante las evaluaciones en el MODO A. Pese a mejoras que superaban el triple y el cuadruple en las mejoras
de aciertos en DA y DB con respecto a DHI y ELECT uUnicamente, ninguna de estas diferencias resultaba
estadisticamente significativa. También se vieron cambios similares para la velocidad por acierto, pero estas
diferencias no eran estadisticamente diferentes. No se observé ninguna diferencia entre ensayos en aciertos sucesivos
en el MODO B (Figura 21) ni en el tiempo por aciertos (Figura 22).

En la Figura 23 se representan los cambios en el seguimiento de multiples objetos. No se observé ninguna diferencia
significativa entre ensayos. En las Figuras 24 y 27 pueden observarse cambios en la reaccion de la parte inferior del
cuerpo, medidos en el Quick Board. Aunque el rendimiento parecié mejorar en DB y DA, mientras que disminuy6 en
DHI y ELECT unicamente, no se observé ninguna diferencia significativa entre grupos.

No se observé ninguna diferencia significativa entre ensayo en las pruebas de restas en serie ni en el tiempo por
respuesta con éxito (Figuras 25 y 26).

Inferencias basadas en magnitudes en los datos de reaccion

La Tabla 1 representa la interpretacion mecanicista de las diferencias entre ensayos en los aciertos y el tiempo en el
modo A. El ensayo de deshidratacion tuvo un posible efecto negativo en el nimero de aciertos en 60 segundos en
comparacion con la ingesta de Sustamina™ a dosis tanto bajas como altas. Los resultados entre la deshidratacion y
la bebida de electrolitos fueron poco claros. De forma similar, las comparaciones entre la ingesta solo de electrolitos y
de Sustamina™ a dosis altas parecieron ser posiblemente negativas, lo que sugeria que la ingesta de glutamina y
alanina en dosis altas proporciona una posible ventaja en el nimero de aciertos en un ensayo de reaccion de 60
segundos. Las respuestas al tiempo de reaccién en el Modo A reflejaron con precision lo que se vio en los aciertos en
el Modo A.
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Tabla 1: Inferencias basadas en magnitudes en el Modo A
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En la Tabla 2 puede observarse la interpretacion mecanicista de las diferencias entre ensayos en los aciertos y el
tiempo en el modo B. Las comparaciones entre ensayos parecieron ser poco claras para los aciertos en el Modo B.
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Sin embargo, durante el ensayo de deshidratacion las diferencias en tiempo por acierto parecieron ser probablemente
negativas en comparacion con los ensayos tanto con electrolitos como con Sustamina™ a una dosis alta. Ademas, la
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diferencia en tiempo por acierto fue posiblemente negativa en la ingesta de Sustamina™ a dosis baja en comparacion

con la de electrolitos unicamente.
Tabla 2: Inferencias basadas en magnitudes en el Modo B
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En la Tabla 3 puede verse la interpretacion mecanicista de las diferencias entre ensayos en el entrenamiento con
11

multiples objetos (NeuroTracker). Se vio una diferencia probable entre la ingesta de bebida de electrolitos y la de
Sustamina™ a dosis altas, lo que sugeria que durante los ensayos con alanina-glutamina a dosis altas parecia mas
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probable que los participantes mantuvieran o mejoraran su puntuacion que cuando consumian la bebida con
electrolitos Unicamente.

Tabla 3: Inferencias basadas en magnitudes en el seguimiento de multiples objetos
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En la Tabla 4 se representa la interpretacion mecanicista de las diferencias entre ensayos de agilidad en la parte
inferior del cuerpo (Quick Board). Durante el ensayo de deshidratacién era probable que la diferencia en rendimiento
entre las puntuaciones Post y Pre fuera menor que la vista tras los ensayos con dosis de Sustamina™ tanto bajas
como altas. Las comparaciones entre los ensayos de deshidratacion y de electrolitos Unicamente fueron poco claras,
y las diferencias entre los ensayos con Sustamina™ a dosis baja y a dosis alta fueron triviales.
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Ensayo de pruebas pareadas; IC= 90% Porcentaje
Interpretaciones Ind. SE . . . .
mecanicistas Grupo 1 Grupo 2 Ve};lor Dif/ Pt.OS" T.n' Ngga- D|ferep0|a Interpretacion
ivo vial tivo media
Umbral
Ade
aciertos | Deshidra- Probable-
en tacion vs -1,4243,12 0,75+1,91 0,098 0,59 1,93 9,16 88,90 -2,2422 mente
Quick | dosis baja negativa
Board
Ade
aciertos | Deshidra-
en tacion vs -1,4243,12 -0,5+2,88 0,528 0,59 15,18 | 25,83 58,99 -0,92+2,5 Poco clara
Quick Gatorade
Board
Ade
aciertos | Deshidra- Probable-
en tacion vs -1,4243,12 1,17+3,88 0,087 0,59 1,92 7,10 90,99 -2,61+2,5 mente
Quick dosis alta negativa
Board
Ade
aciertos | Dosis baja
en VS 0,75+1,91 -0,5+2,88 0,528 0,59 63,09 | 19,15 17,75 1,343,3 Poco clara
Quick Gatorade
Board
Ade
aciertos | Dosis baja Posiblemente
en vs dosis 0,75+1,91 1,1743,88 0,195 0,59 0,19 70,12 29,69 -0,42+0,54 irivial
Quick alta
Board
Ade
aciertos | Gatorade
en vs dosis -0,5+2,88 1,17+3,88 0,334 0,59 9,72 16,75 73,53 -1,742,9 Poco clara
Quick alta
Board
Referencias
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Hopkins WG (2002) Probabilities of Clinical or Practical Significance. Sportscience 6
Hopkins WG (2007) A Spreadsheet for Deriving a Confidence Interval, Mechanistic Inference and Clinical Inference
from a p value. Sportscience 11: 16-20

Compendio

e La ingesta de Sustamina™ mejoré el tiempo hasta el agotamiento con respecto a cuando los sujetos estaban

deshidratados.

No se observé ninguna diferencia significativa en ninguna de las medidas de reaccién y funciéon cognitiva. Sin
embargo, las inferencias basadas en magnitudes si indicaron que la ingesta de Sustamina™ posiblemente
mantenia la capacidad de reaccion, y el tiempo hasta reaccionar durante 60 segundos en comparacion con la
deshidratacion. Ademas, era probable que los participantes que consumian Sustamina™ también mantuvieran o
mejoraran su tiempo de reaccion a un estimulo visual cuando también se incorporaba una carga cognitiva al
ejercicio de reaccion en 60 segundos y era mas probable que mantuvieran o mejoraran la agilidad de la parte
inferior del cuerpo en comparacion con el ensayo en el cual no se consumia liquido alguno. Por ultimo, parecio
probable que la ingesta de Sustamina™ a dosis altas mantuviera o mejorara la capacidad de seguimiento de
multiples objetos mas que la bebida de electrolitos Unicamente.

Las concentraciones plasmaticas de glutamina en DA fueron significativamente elevadas a los 45 minutos en
comparacion con DB Unicamente.

No se observo diferencia alguna entre ensayos en las concentraciones plasmaticas de potasio, las

concentraciones de sodio fueron significativamente menores en ELECT unicamente y DA a los 45 minutos en
comparacion con DHI, y las concentraciones de sodio fueron significativamente menores en ELECT uUnicamente,
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DB y DA a los 60 minutos en comparacién con DHI. También se observaron diferencias significativas entre DA 'y
DB, y entre ELECT tnicamente y DB a los 60 minutos.

La frecuencia cardiaca media durante la carrera de 60 minutos fue significativamente elevada a DHI en
comparacion con todos los demas ensayos, mientras que los lactatos plasmaticos fueron significativamente
elevados a los 60 minutos en DHI en comparacién con todos los demas ensayos.

Los patrones de activacion muscular fueron coherentes tanto durante la carrera de 60 minutos como en la carrera
hasta el agotamiento para todos los ensayos.

Consideraciones futuras

Los resultados respaldan la investigacion anterior en el sentido de que la Sustamina™ (en dosis tanto bajas como
altas) puede mejorar el tiempo hasta el agotamiento.

El uso del andlisis inferencial sugiere que la ingesta de Sustamina™ si tiene influencias positivas potenciales en
la reaccion a estimulos visuales y en la capacidad de seguimiento en comparacion con la deshidratacion y, en
ciertos casos, con bebidas con electrolitos.

Los datos fisiolédgicos no estan claros relativos al mecanismo que estimula estos cambios.

Se deberia considerar una actividad de mayor duracién para estudios futuros que den como resultado un mayor
nivel de fatiga para diferenciar entre diversos ensayos.

En la Figura 24 del informe del Dr. Hoffman fechado el 24 de febrero de 2014 pueden observarse cambios en la
reaccion de la parte inferior del cuerpo medidos con Quick Board. El rendimiento parecié mejorar en sujetos a los que
se dio L-alanil-L-glutamina tanto a dosis baja (DB) como a dosis alta (DA). Dado que la puntuacién medida con Quick
Board depende de su velocidad para reconocer qué circulo deberia seleccionarse como respuesta, puede
considerarse que la mejora de la puntuacién del Quick Board es la potenciacion de su capacidad de concentracion.

Segun la presente invencion, puede proporcionarse una composicion para la potenciacion de la capacidad de
concentracion que contiene alanilglutamina o una sal de la misma como principio activo.

Esta solicitud esta basada en la solicitud de patente provisional estadounidense n° 62/002.548, cuyo contenido se
incorpora en su totalidad en la presente memoria.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de una composicién para la potenciacion de la capacidad de concentracion que comprende
alanilglutamina o una sal de la misma como principio activo.

2. El uso de alanilglutamina o de una sal de la misma para la potenciacion de la capacidad de concentracion.

3. El uso de la composiciéon o el compuesto de la reivindicacion 1 o 2 en el que la potenciacién de la capacidad
de concentracion es potenciacion de la capacidad de concentracion en el aprendizaje.

4, El uso de la composicidon o el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que la
alanilglutamina o la sal de la misma es administrada en una cantidad de 5 mg o mas, y de 10.000 mg o menos por dia.

5. El uso de la composicién o el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que la
alanilglutamina o la sal de la misma es administrada en una cantidad de 50 mg o mas, y de 5.000 mg o menos por dia.

6. El uso de la composicién o el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que la
alanilglutamina o la sal de la misma es administrada en una cantidad de 500 mg o mas, y de 3.000 mg o menos por dia.
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1¢" ensayo: sin ingesta de liquidos
(1,3 L de pérdida por sudoracién)
Ensayos 2°-4°: ingesta de bebida en :
el ensayo :
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FIG. 5

EMG porcentual de reclutamiento maximo —
Vastus lateralis: Carrera de 60 minutos

DHI ELECT Unicamente DB

FIG. 6

EMG porcentual de reclutamiento maximo —
Rectus femoris: Carrera de 60 minutos
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FIG. 7

EMG porcentual de reclutamiento maximo — Vastus lateralis:
Tiempo hasta el agotamiento a un 90% VO, max

DHI ELECT Unicamente DB

FIG. 8

EMG porcentual de reclutamiento maximo — Rectus femoris:
Tiempo hasta el agotamiento a un 90% VO,méax

ELECT Gnicamente
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FIG. 9

Respuesta del lactato plasmatico
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FIG. 10

Glucosa plasmatica
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FIG. 11

Osmolalidad plasmatica
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FIG. 12

Potasio plasmatico

mmol/L
&b

S

w

w oW

60

DHI . JELECT Gnicamente % DB & DA

21



ES 2733123 T3

22



ES 2733123 T3

FIG. 15

Tiempo hasta el agotamiento
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FIG. 16

ELECT unicamente
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FIG. 17
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FIG. 19

25



ES 2733123 T3

FIG. 21

A de aciertos en el modo B

ELECT unicamente

FIG. 22

A de velocidad media en el modo B

ELECT unicamente
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FIG. 23

NeuroTracker
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FIG. 24

A en Quick Board

ELECT unicamente
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FIG. 25

A de restas en serie

ELECT unicamente

FIG. 26

A de tiempo para restas en serie

DHI ELECT Unicamente DB DA
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FIG. 27

Cambio en el nimero de respuestas

DHI ELECT dUnicamente DB DA
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