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DESCRIPCION
Ascorbato en la prevencion de la calcificacion vascular inducida por estatinas

La presente invencion se refiere a una mezcla que comprende acido L-ascérbico o ascorbato para uso en prevenir o
mitigar la calcificacion vascular inducida por estatinas.

Las estatinas también se conocen como inhibidores de la HMIG-CoA reductasa y son una clase de compuestos
hipolipemiantes.

Los vehiculos lipoproteinas de baja densidad (LDL) del colesterol desempefian un papel importante en el desarrollo
de la aterosclerosis y la enfermedad coronaria a través de los mecanismos descritos por la hipotesis de los lipidos.
Las estatinas son eficaces para reducir el colesterol LDL y, por lo tanto, se utilizan ampliamente para la prevencion
primaria en personas con un alto riesgo de enfermedad cardiovascular, asi como en la prevencién secundaria para
quienes han desarrollado una enfermedad cardiovascular.

Tras el tratamiento con estatinas, 10s pacientes presentan efectos secundarios que incluyen dolor muscular, mayor
riesgo de diabetes mellitus y niveles anormales de enzimas hepaticas en sangre.

En algunos pacientes, por ejemplo, la lovastatina produce miopatia y aumentos asintomaticos, pero marcados y
persistentes, de las transaminasas hepaticas. El aumento de las transaminasas producido por la lovastatina y otros
inhibidores de la HMG-CoA reductasa es una consecuencia directa de la inhibicion de la sintesis de mevalonato. Para
contrarrestar el aumento de los niveles de transaminasas observado en un pequefio nimero de pacientes, el
documento US 4.929.437 describe la administracion adjunta de una cantidad eficaz de inhibidor de la HMG-CoA
reductasa y una cantidad eficaz de coenzima Q1o para contrarrestar el dafio hepatico asociado al inhibidor de la HMG-
CoOA reductasa.

Ademas, se sabe que las estatinas aumentan las calcificaciones vasculares, que son un factor de riesgo reconocido
para las enfermedades cardiacas (lkegami Y, Inoue |, Inoue K, Shinoda Y3, lida S1, Goto S4, Nakano T5, Shimada
A1, Noda M1. The annual rate of coronary artery calcification with combination therapy with a PCSK9 inhibitor and a
statin is lower than that with statin monotherapy. NPJ Aging Mech Dis 2018; 4.7).

En el andlisis reciente de 8 ensayos aleatorios prospectivos que utilizaban una ecografia intravascular coronaria en
serie, Puri et al. (Puri R, Nicholls SJ, Shao M, Kataoka Y, Uno K, Kapadia SR, Tuzcu EM, Nissen SE. Impact of statins
on serial coronary calcification during atheroma progression and regression. J Am Coll Cardiol 2015; 65:1273-1282)
concluian que, independientemente de sus efectos regresivos sobre la placa, las estatinas favorecen la calcificacion
del ateroma coronario.

Aln existe una controversia entre la calcificacion arterial como un marcador bien establecido y un indice de prondstico
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, los efectos estimulantes de las estatinas sobre la calcificacion
arterial y los efectos beneficiosos aparentes de una complementacion con estatinas sobre los eventos clinicos en
pacientes con ECV. Algunos investigadores estan proporcionando una explicacién de esas evidencias contradictorias
que tiende a ser plausible, como que se trata de un mecanismo "especial" de calcificacion arterial bajo tratamientos
con estatinas que da lugar a una mayor estabilidad de la lesidén definida como menos fibroateromas de capa fina VH
y rupturas de placa y mas fibroateromas de capa gruesa calcificados (Kadohira T1, Mintz GS, Souza CF, Witzenbichler
B, Metzger DC, Rinaldi MJ, Mazzaferri EL Jr, Duffy PL, Weisz G, Stuckey TD, Brodie BR, Crowley A, Kirtane AJ, Stone
GW, Maehara A. Impact of chronic statin therapy on clinical presentation and underlying lesion morphology in patients
undergoing percutaneous intervention; an ADAPT-DES IVUS substudy. Coron Artery Dis 2017, 28:218-224).

La calcificacion vascular es un proceso fisiopatoldgico relevante que se asocia con la aterosclerosis coronaria, y es un
marcador de un pronéstico de morbilidad y mortalidad cardiovascular.

Las células del muasculo liso vascular (SMC, por sus siglas en inglés) tienen una extraordinaria capacidad para sufrir
una diferenciacion fenotipica osteoblastica. La calcificacion de la capa de células vasculares intima y/o medial conduce
a una diferenciacion de osteoblastos, ya sea a partir de una célula del musculo liso, una célula mesenquimal o un
pericito vascular, caracterizada, entre otras cosas, por un aumento de la actividad fosfatasa alcalina, la produccién de
osteocalcina y la secrecion de matriz 6sea. Se han elaborado mecanismos bioquimicos asociados con la conversion
de SMC en células osteoblasticas, sin embargo, los mecanismos decisivos de qué es o que desencadena y/o regula
ese proceso siguen siendo en gran medida dificiles de estudiar.

Estudios recientes han mostrado que la calcificacion de la placa es un proceso dinamico y relacionado con el grado
de inflamacion vascular. Diversos factores inflamatorios producidos durante las diferentes fases de la aterosclerosis
pueden inducir la expresion y la activacién de células osteoblasticas ubicadas dentro de la pared arterial, que, a su
vez, promueven el depdsito de calcio.

Se ha demostrado que la presencia de proteinas reguladoras junto con células dediferenciadas similares a
osteoblastos se originan a partir de células del musculo liso vascular (VSMCs, por sus siglas en inglés) que se
designaron células vasculares calcificantes. Esas células estan implicadas en la sintesis/reabsorcion del hueso en las
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placas ateroscleréticas, especialmente alrededor de la calcificacion. Por tanto, se ha propuesto que la funcién de las
células dseas en la pared vascular, en algunos aspectos, es similar a la que tienen en los huesos. Sin embargo,
estudios in vitro han proporcionado una evidencia de que la regulacién de la sintesis 6sea en la pared vascular y en
el esqueleto son diferentes. Cuando se estimulaban mediante estrés oxidativo o con LDL oxidada, los osteoblastos
del esqueleto y las CVCs (una poblacidn de células vasculares con caracteristicas osteoblasticas) mostraban una
respuesta opuesta, una disminucion y un aumento de la formacién 6sea, respectivamente.

El documento US 2004/0023919 A1 describe una composicion que mejora los lipidos en sangre. La composicion
farmacéutica combina atorvastatina y un derivado del acido ascérbico que puede ser ascorbato de sodio, ascorbato
de calcio o acido ascorbico. Los efectos de una coadministracidn de atorvastatina y acido ascérbico se muestran en
la Tabla 8. Los niveles de FFA en sangre se reducian cuando se administraba atorvastatina y acido ascérbico; véase
la Gltima entrada. Las composiciones que contienen atorvastatina y acido ascérbico se muestran en las Tablas 1 a 4.
En el parrafo [0008] se afirma que la coadministracion de atorvastatina con una determinada vitamina (acido ascérbico)
reduce los niveles de colesterol total en la sangre.

El documento US 2004/0014712 A1 describe la combinaciéon de simvastatina y acido ascorbico. Los niveles de
peroxido de los lipidos en sangre, los niveles de FFA en sangre y los niveles de CPK se reducian mediante la
combinacion de simvastatina y acido ascérbico. Las composiciones farmacéuticas correspondientes se indican en las
Tablas 1 a 4. En el parrafo [0006] se afirma que los niveles de lipidos en sangre mejoran con esa combinacion.

El documento US 2004/0009986 A1 describe una combinacion de pravastatina y derivados del acido ascérbico. Se
afirma que los niveles de triglicéridos en sangre podian reducirse mediante una combinacion de pravastatina con acido
ascorbico (y ademas tocoferol o tocoferol y butirato de riboflavina). En el parrafo [0007] se afirma que la composicion
del farmaco reduce los niveles de triglicéridos en la sangre.

El documento WO 03/072013 A2 describe una combinacion de una estatina con acido ascérbico para el tratamiento
de la psoriasis.

Y. Arad et al., Journal of the American College of Cardiology, vol. 46, nim. 1, 2005, 166-172, afirma en la conclusién
de la primera pagina que el tratamiento con alfa-tocoferol, vitamina C y dosis bajas de atorvastatina no influia en la
progresion de una calcificacion coronaria.

A. Trion et al., Molecular and Cellular Biochemistry, vol. 308, nim. 1-2, 2007, 25-33, describe en el resumen los efectos
de los antagonistas del calcio y las estatinas sobre la calcificacion de las VSMCs in vitro. Sin embargo, el medio de
crecimiento contenia niveles bajos de acido ascorbico de 50 ug/ml. Se afirma que la combinacion de tratamientos
estimulaba la calcificacion en un grado similar al observado con la atorvastatina sola.

N. Skafi et al., Journal of Cellular Physiology, vol. 234, nim. 4, 2018, 4825-4839, describe en la pagina 4827 en la
seccién 2.2 que para estimular la calcificacidn, las células se cultivaron con 50 pg/ml de acido ascoérbico y GP.

El objetivo subyacente de la presente invencion es tratar o prevenir la calcificacién vascular inducida en pacientes por
la administracion de estatinas.

El objetivo se consigue segun la presente invencién mediante una o varias de las siguientes realizaciones.
Primer conjunto de realizaciones:

1. Una mezcla de composicidn que comprende acido L-ascorbico o ascorbato, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B12, acido félico, biotina, L-carnitina y betaina para uso en el
tratamiento o la prevencion de la calcificaciéon vascular inducida en pacientes por la administracidn de estatinas.

2. La mezcla de composicion segun la realizacion 1 para uso en el tratamiento de pacientes que reciben tratamiento
con estatinas de forma concomitante.

3. La mezcla de composicion para uso segun la realizaciéon 1 o 2, en donde la mezcla de composicién contiene las
siguientes cantidades:

acido L-ascdrbico o ascorbato: 300 mg a 1000,2 mg,
vitamina E: 27,5 mg a 82,5 mg,

vitamina B1: 3,3 mg a 9,9 mg,

vitamina B2: 3,3 mg a 9,9 mg,

vitamina B3: 115 mg a 350,1 mg,

vitamina B5: 16,7 mg a 50,1 mg,

vitamina B6: 3,3 mg a 9,9 mg,
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vitamina B12: 10 ug a 30 ug,
acido folico: 133,3 ug a 399,9 ug,
biotina: 33,3 ug a 99,9 ug,
L-carnitina: 33,3 mg a 99,9 mg,
betaina: 23,3 mg a 69,9 mg.

4. La mezcla de composicion para uso segun una de las realizaciones 1 a 3, en la que el ascorbato se selecciona
entre ascorbatos solubles en agua o solubles en lipidos 0 mezclas de los mismos, preferiblemente entre ascorbato de
calcio, ascorbato de magnesio, ascorbato de sodio, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo 0 mezclas de los
mismos.

5. Una composicion farmacéutica que contiene al menos una estatina y acido L-ascorbico o ascorbato, vitamina E,
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B12, acido félico, biotina, L-carnitina y
betaina en una forma de dosificacion que permite la administracién concomitante a un paciente de al menos una
estatina y acido L-ascorbico o ascorbato y vitamina E, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina
B6, vitamina B12, acido fdlico, biotina, L-carnitina y betaina.

6. La composicion farmacéutica segun la realizacién 5, en la que al menos una estatina y acido L-ascorbico o
ascorbato, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B8, vitamina B12, acido félico,
biotina, L-carnitina y betaina estan presentes como una mezcla fisica o como composiciones farmacéuticas distintas,
destinadas a una administracién concomitante a un paciente.

7. La composicion farmacéutica segun la realizacién 5 o 6, para uso en la prevenciéon o el tratamiento de una
enfermedad cardiovascular.

8. La composicién farmacéutica para uso segun la realizacién 7, en la que la enfermedad cardiovascular es
enfermedad de las arterias coronarias, enfermedad cerebrovascular o enfermedad vascular periférica.

9. La composicién farmacéutica segin una de las realizaciones 5 a 8, en la que la estatina se selecciona a partir del
grupo que consiste en atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina,
rosuvastatina, simvastatina o mezclas de las mismas.

10. La composicion farmacéutica segln una de las realizaciones 5 a 9, en la que el ascorbato se selecciona entre
ascorbatos solubles en agua o solubles en lipidos 0 mezclas de los mismos, preferiblemente entre ascorbato de calcio,
ascorbato de magnesio, ascorbato de sodio, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo 0 mezclas de los mismos.

11. La composicién farmacéutica segin una de las realizaciones 5 a 10, que contiene adicionalmente coenzima Q10
en una forma de dosificacion que permite la administracién concomitante a un paciente de al menos una estatina,
acido L-ascoérbico o ascorbato y coenzima Q10.

12. La composicion farmacéutica segin una de las realizaciones 5 a 11, que comprende una cantidad de dosificacion
diaria de acido L-ascorbico o ascorbato de 10 mg a 100 g, y de al menos una estatina de 5 mg a 100 mg.

13. La composicion farmacéutica segun una de las realizaciones 5 a 12, que contiene las siguientes cantidades:
acido L-ascdrbico o ascorbato: 300 mg a 1000,2 mg,
vitamina E: 27,5 mg a 82,5 mg,

vitamina B1: 3,3 mg a 9,9 mg,

vitamina B2: 3,3 mg a 9,9 mg,

vitamina B3: 115 mg a 350,1 mg,

vitamina B5: 16,7 mg a 50,1 mg,

vitamina B6: 3,3 mg a 9,9 mg,

vitamina B12: 10 ug a 30 ug,

acido folico: 133,3 ug a 399,9 ug,

biotina: 33,3 ug a 99,9 ug,

L-carnitina: 33,3 mg a 99,9 mg,



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2965 346 T3

betaina: 23,3 mg a 69,9 mg
en la composicion farmacéutica.

14. La composicidn farmacéutica segun la realizacion 13, que contiene ademas niacina, preferiblemente en una mezcla
con la estatina.

15. Una mezcla 1 de composicion que comprende o consiste en vitamina C, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B12, acido félico, biotina, L-carnitina y betaina que contiene o consiste
en las siguientes cantidades:

vitamina C: 300 mg a 1000,2 mg,
vitamina E: 27,5 mg a 82,5 mg,
vitamina B1: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B2: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B3: 115 mg a 350,1 mg,
vitamina B5: 16,7 mg a 50,1 mg,
vitamina B6: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B12: 10 ug a 30 ug,
acido folico: 133,3 ug a 399,9 ug,
biotina: 33,3 ug a 99,9 ug,
L-carnitina: 33,3 mg a 99,9 mg,
betaina: 23,3 mg a 69,9 mg

en la mezcla de composicién.

16. La mezcla 1 de composicién segun la realizacion 15, en la que la vitamina C esta en forma de ascorbato, en donde
el ascorbato se selecciona preferentemente entre ascorbatos solubles en agua o solubles en lipidos, 0 mezclas de los
mismos, mas preferentemente en donde el ascorbato se selecciona entre ascorbato de calcio, ascorbato de magnesio
, ascorbato de sodio, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo 0 mezclas de los mismos.

17. La mezcla 1 de composicion segun una de las realizaciones 15 0 16, que contiene adicionalmente una coenzima
Q10.

Segun la presente invencion, se ha descubierto que una mezcla de composicion que comprende acido L-ascérbico o
ascorbato, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B8, vitamina B12, acido félico,
biotina, L-carnitina y betaina es eficaz para tratar o prevenir la calcificacion vascular en un sistema humano,
especialmente cuando se coadministra con estatinas.

La vitamina C es un nutriente esencial para ciertos animales, incluidos los seres humanos. Los ensayos clinicos han
mostrado un efecto positivo significativo de la vitamina C sobre la funcion endotelial cuando se toma en dosis
superiores a 500 mg por dia. Se ha debatido sobre su posible influencia en el tratamiento o la prevencion de
enfermedades cardiovasculares.

La vitamina C es un antioxidante muy poderoso y es esencial para la formacién de colageno y una matriz extracelular
optima (MEC). Puede prevenir el deposito de lipoproteinas y el desarrollo de aterosclerosis al proteger la integridad y
la resistencia de la pared vascular.

Nuestros estudios previos han mostrado que el ascorbato puede inhibir la proliferaciéon y migracion excesiva de SMCs
in vitro (lvanov V, lvanova S, Roomi MW, Kalinovsky T, Niedzwiecki A, Rath M. Extracellular matrix-mediated control
of aortic smooth muscle cell growth and migration by a combination of ascorbic acid, lysine, proline, and catechins. J
Cardiovasc Pharmacol 2007; 50:541-547). Ademas, la vitamina C en la dieta es esencial para prevenir el depésito de
lipoproteinas en la pared vascular y la aterosclerosis en ratones genéticamente modificados que imitan el metabolismo
humano, con respecto a su incapacidad para producir vitamina C y expresar la lipoproteina humana (a) (Cha J,
Niedzwiecki A, Rath M. Hypoascorbemia induces atherosclerosis and vascular deposition of lipoprotein(a) in transgenic
mice. Am J Cardiovasc Dis 2015; 5:53-62). En un estudio clinico, una complementacion diaria con micronutrientes,
que incluyen aproximadamente 4 gramos de vitamina C, podia detener la progresion de las calcificaciones coronarias
en pacientes diagnosticados con enfermedad arterial coronaria temprana (Rath M, Niedzwiecki A. (1996) Nutritional
supplement program halts progression of early coronary atherosclerosis documented by ultrafast computed
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tomography. J Appl Nutr 1996; 48:67-78).

Por tanto, es posible que la vitamina C desempefie un papel decisivo en la regulacién de la estructura y funcion celular
y extracelular dentro de la pared vascular. Con una disponibilidad éptima de ascorbato, la integridad y la estabilidad
de la pared vascular estaria garantizada, sobre todo, mediante una sintesis dptima de colageno y otras moléculas de
la MEC. En caso de una falta crénica de ascorbato o el inicio de escorbuto, puede surgir la necesidad de mecanismos
compensatorios para afiadir una estabilidad compensatoria a una pared vascular estructuralmente deteriorada, incluso
mediante calcificacion.

Investigamos los efectos de la vitamina C sobre las SMCs vasculares, los fibroblastos dérmicos humanos (DFs, por
sus siglas en inglés), asi como los osteoblastos fetales humanos (FOBs, por sus siglas en inglés) inmortalizados y el
potencial de esas células para contribuir a una calcificacion vascular. Ademas, evaluamos el papel de las estatinas en
relaciéon con ese proceso regulatorio, de cara al hecho de que actualmente millones de pacientes toman esos
medicamentos con la expectativa de frenar la calcificacidon vascular. De este modo llegamos a la invencién tal y como
se describe en el presente documento.

Segun la presente invenciéon se emplea vitamina C, también conocida como 4cido ascérbico o acido L-ascérbico.
Como alternativa, se puede emplear ascorbato, en donde el ascorbato, una sal de acido ascorbico con bases o acidos
mas fuertes que el acido ascorbico, se selecciona preferiblemente entre ascorbatos solubles en agua o solubles en
lipidos 0 mezclas de los mismos y se selecciona mas preferiblemente a partir del grupo que consiste en ascorbato de
calcio, ascorbato de magnesio, ascorbato de sodio, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo 0 mezclas de los
mismos.

La mezcla 1 de composiciéon que contiene o consiste en las vitaminas C, E, B1, B2, B3, B5, B6, B12, acido félico,
biotina, L-carnitina y betaina se administra (preferiblemente) a pacientes que se estan tratando con estatinas.

En el contexto de la presente invencidn, las estatinas también pueden describirse como inhibidores de la HMIG-CoA
reductasa. Por tanto, las estatinas inhiben la enzima HMG-CoA reductasa, necesaria para producir colesterol. Por lo
tanto, las estatinas se relacionan con una clase de medicamentos hipolipemiantes que reducen la enfermedad y la
mortalidad en quienes tienen un alto riesgo de enfermedad cardiovascular. En el contexto de la presente invencion se
pueden emplear todas las estatinas adecuadas. Preferiblemente, la estatina se selecciona a partir del grupo que
consiste en atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina,
rosuvastatina, simvastatina o mezclas de las mismas, o cualquier otro tipo o forma de estatina, o una combinacién de
estatina con niacina.

Segun un aspecto de la invencién, la mezcla 1 de composicién se puede administrar junto con uno o mas
micronutrientes adicionales ademas del acido L-ascorbico o ascorbato. Por ejemplo, para este fin se puede
proporcionar una composicion farmacéutica que comprende la mezcla 1 de composicién y uno o mas micronutrientes
adicionales.

Preferiblemente, el uno 0 mas micronutrientes adicionales se administran junto con la mezcla 1 de composicién y con
estatina. El uno o mas micronutrientes se seleccionan preferentemente entre minerales traza, vitaminas diferentes de
la mezcla de composicién que comprende acido L-ascérbico o ascorbato, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B12, acido f6lico, biotina, L-carnitina y betaina, y mezclas de los
mismos. Los seres humanos solo requieren minerales traza en pequefias cantidades (trazas).

Los minerales traza se seleccionan preferentemente entre boro, cobalto (preferiblemente como componente de la
vitamina B12), cromo, cobre, yodo, hierro, manganeso, molibdeno, selenio, zinc y mezclas de los mismos.

Las vitaminas diferentes de la vitamina C se seleccionan preferentemente a partir del complejo vitaminico B, vitamina
B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina), vitamina B5 (acido pantoténico), grupo de vitaminas B6
que incluye piridoxina, piridoxal-5-fosfato y piridoxamina, vitamina B7 (biotina), vitamina B9 (folato o acido félico),
vitamina B12 (cobalamina), comprendidas en la mezcla de composicidn, colina, vitamina A (por ejemplo, retinol o
carotenoides de provitamina A), vitamina D que incluye ergocalciferol y colecalciferol, vitamina E (tocoferoles y
tocotrienoles), vitamina K que incluye la vitamina K1 (filoquinona) y vitamina K2 (menaquinona), carotenoides que
incluyen alfa caroteno, beta caroteno, criptoxantina, luteina, licopeno y zeaxantina. Los micronutrientes comprendidos
en la mezcla de composicidn incluyen acido félico, biotina, L-carnitina y betaina.

Los aminoacidos y sus derivados incluyen betaina y L-carnitina. Otros micronutrientes son las vitaminas B6 y B12,
acido félico y betaina. Una combinacion preferida de micronutrientes esta contenida en la mezcla 1 de composicion
como se describe a continuacion.

Cuando un paciente recibe un tratamiento con estatinas, la cantidad de dosificacién diaria puede ser desde la dosis
mas baja hasta la mas alta disponible comercialmente o aplicable clinicamente. La cantidad de dosificacidén esta
preferentemente en el intervalo de 5 a 100 mg, preferentemente de 10 a 80 mg, mas preferentemente de 10 a 40 mg,
lo mas preferentemente de 10 a 20 mg.

La cantidad de acido L-ascdrbico o ascorbato administrada a un paciente que recibe un tratamiento con estatinas es
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preferiblemente de 10 mg a 100 g, mas preferiblemente de 100 mg a 10 g, lo mas preferiblemente de 200 mg a 5 g de
dosificacion diaria.

Es posible administrar la mezcla 1 de composicién como se describe a continuacién, simultaineamente con la estatina,
por ejemplo, en un comprimido que contiene tanto la mezcla 1 de composicién como se describe a continuaciéon como
la estatina. Ademas, es posible administrar la mezcla 1 de composicién como se describe a continuacién y la estatina
en composiciones farmacéuticas distintas, pero de forma concomitante. El término "concomitantemente" significa que
la administracion de ambos ingredientes activos tiene lugar dentro de un intervalo de tiempo de 0 a 5 horas,
preferiblemente de 0 a 3 horas, mas preferiblemente de 0 a 1 hora, basandose en una administracion al dia.

Dado que tanto las estatinas como el acido L-ascdrbico o ascorbato (asi como micronutrientes distintos/adicionales
diferentes de la vitamina C) estan bien establecidos para una administracion individual y separada a pacientes que lo
necesitan, las composiciones farmacéuticas o nutricionales conocidas o la mezcla 1 como se describe a continuacion,
se pueden emplear segan la presente invencion, asegurando al mismo tiempo el uso concomitante de ambos
ingredientes activos, la mezcla 1 y la estatina.

Una composicion de micronutrientes que contiene ascorbato y que puede emplearse ventajosamente en combinacion
con estatinas es la mezcla 1. La mezcla 1 contiene vitaminas, L-carnitina y betaina, y especificamente contiene o
consiste en las vitaminas C, E, B1, B2, B3, B5, B6, B12, 4cido félico, biotina, L-carnitina y betaina, y puede utilizarse
como complemento nutricional diario. Normalmente, se toman tres comprimidos al dia (un comprimido tres veces al
dia durante las comidas con abundante liquido (agua, zumo, té)).

La mezcla 1 de composicion contiene cada nutriente en el intervalo para uno a tres comprimidos como sigue:
Vitamina C (ascorbato de calcio, ascorbato de magnesio): 300 mg a 1000,2 mg,
Vitamina E: 27,5 mg a 82,5 mg,

Vitamina B1: 3,3 mg a 9,9 mg,
Vitamina B2: 3,3 mg a 9,9 mg,
Vitamina B3: 115 mg a 350,1 mg,
Vitamina B5: 16,7 mg a 50,1 mg,
Vitamina B6: 3,3 mg a 9,9 mg,
Vitamina B12: 10 ug a 30 pg,
Acido félico: 133,3 ug a 399,9 g,
Biotina: 33,3 pg a 99,9 ug,
L-carnitina: 33,3 mg a 99,9 mg,
Betaina: 23,3 mg a 69,9 mg.

La mezcla 1 de composicidon contiene micronutrientes seleccionados en una combinacion sinérgica. Esta férmula
reconstructiva se puede combinar con otras férmulas basicas, p. ej., Vitacor Plus™.

Complementa el espectro de vitaminas especificas y otros micronutrientes con factores importantes para ayudar al
metabolismo normal de la homocisteina y el colesterol. Un comprimido contiene normalmente los siguientes
ingredientes: vitamina C, agente de relleno de celulosa, vitamina B3, tartrato de L-carnitina al 5,26%, agente de
liberacion de acido estearico, clorhidrato de betaina al 3,24%, vitamina E, vitamina B5, croscarmelosa de sodio, agente
de recubrimiento de carbonato de calcio, maltodextrina, agente de liberacidon de diéxido de silicio, agente de
recubrimiento de goma laca, vitamina B1, vitamina B6, biotina, colorante de riboflavina (vitamina B2), extracto de aceite
de coco, acido félico, vitamina B2, aceite de limén, vitamina B12, sabor natural de limén.

Las vitaminas B6 y B12, el acido f6lico y la betaina son factores importantes para favorecer el metabolismo normal de
la homocisteina. Por lo tanto, un suministro optimo de esos micronutrientes es esencial para mantener niveles
normales de homocisteina.

Los ingredientes de la mezcla 1 de composicion favorecen el metabolismo celular de muchas formas simultdneamente,
por ejemplo:

a) con betaina, vitamina B6, vitamina B12 y acido fdlico para favorecer el metabolismo normal de la
homocisteina;

b) con biotina y vitaminas del grupo B como contribucién para favorecer el metabolismo energético normal;
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¢) con vitamina C y vitamina E como contribucion a la proteccion de las células frente al estrés oxidativo.

La dosis diaria recomendada puede ser la indicada anteriormente, o puede ser del 10 al 300%, preferiblemente del 20
al 200%, mas preferiblemente del 50 al 150% de la misma. El ascorbato empleado se obtiene preferentemente a partir
de cantidades idénticas de ascorbato de calcio y ascorbato de magnesio.

Sies necesario, la mezcla 1 de composicion y/o la estatina se pueden combinar con coenzima Q4o €n una composicion
farmacéutica combinada o en composiciones farmacéuticas separadas, tal y como se describe en el documento US
4.929.437.

Segun la presente invencion, la mezcla 1 de composicién se utiliza para tratar o prevenir la calcificacién vascular,
especificamente la calcificacion vascular inducida en pacientes por la administracidn de estatinas.

El término "tratar" en este contexto significa "mitigar" o "revertir".

Las expresiones "mezcla 1", "mezcla 1 de composicion farmacéutica", "mezcla 1 de composicion (farmacéutica)" o
"composicidn farmacéutica" se utilizan en toda la solicitud para representar la mezcla 1.

Especificamente, se evitard o mitigara la calcificacién de las células del musculo liso vascular (SMCs), mas
especificamente de las células del masculo liso adrtico humano (AoSMC). La presente invencion se basa
especificamente en el efecto positivo de la vitamina C sobre las SMCs vasculares, los fibroblastos dérmicos humanos
(DFs) asi como los osteoblastos fetales humanos inmortalizados (FOBSs). El proceso de calcificaciéon vascular requiere
una transformacion fenotipica de las células del musculo liso vascular (VSMCs) en células osteogénicas.

Una administracion concomitante de al menos una estatina y una mezcla 1 de composicion a un paciente es Util para
tratar o prevenir una enfermedad cardiovascular, por ejemplo, una enfermedad de las arterias coronarias, una
enfermedad cerebrovascular o una enfermedad vascular periférica.

Al aplicar la presente invencion, se puede mitigar, revertir o prevenir el aumento de la calcificacion observada en caso
de tratamientos con estatinas a largo plazo. Por lo tanto, no existe la necesidad de una interpretacion hipotética de
que la calcificacion inducida por estatinas pueda ser beneficiosa o que pueda haber una macrocalcificacién
beneficiosa, en contraposicidon con una microcalcificacion perjudicial.

Materiales y métodos
Reactivos

El complemento nutricional de la mezcla 1 se disolvié de acuerdo con el procedimiento estandar de la Farmacopea de
EE. UU. (USP 2040 Disintegration and Dissolution of Dietary Supplements) de la siguiente manera: se trituraron tres
dosis diarias recomendadas (nueve comprimidos) y se suspendieron en 900 ml de HCI 0,1 N. Después de una hora
de incubacién en una incubadora con bafio de agua a 37°C en un agitador orbital a 75 rpm, la suspension del
complemento se filtré a través de un filtro estéril de 0,2 mecm y se congelaron partes alicuotas de 1 ml y se almacenaron
a 20°C hasta su uso. La solucién de la mezcla 1 resultante contenia acido ascdrbico 19 mM segln las especificaciones
del fabricante.

Todos los reactivos eran de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.) excepto cuando se indique lo contrario.
Cultivos celulares

El ATCC (Manassas, VA, EE. UU.) suministré fibroblastos dérmicos humanos normales (DFs) y osteoblastos fetales
humanos inmortalizados (hFOBs). Se adquirieron células de muasculo liso adrtico humano (AoSMCs) en Cambrix (East
Rutherford, NJ) y se utilizaron en experimentos con 5-7 pases. Los cultivos celulares se mantuvieron en medio DMEM
(ATCC) que contenia antibidticos y suero bovino fetal al 5% (FBS, ATCC). En algunos experimentos, las células se
incubaron en medio pro-osteogénico, definido como FBS/DMEM al 5% fortificado con beta-glicerofosfato 5 mM con o
sin forskolina 25 mcM. Todos los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C y atmédsfera con CO: al 5%. La viabilidad
celular se controlé con un ensayo MTT.

Ensayo de la actividad fosfatasa alcalina en AOSMCs

Se sembraron las AoSMCs en placas de 96 pocillos y se cultivaron hasta obtener una capa confluente. Las células se
incubaron con acido ascorbico en medio de crecimiento durante tres dias. Las células se lavaron con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y se complementaron con 50 mcl/pocillo de 25 mcg/ml de 4-MUP (sustrato de ALP
fluorescente, Sigma) en tampoédn alcalino (Sigma)/Triton X100 al 1% durante 1 h a temperatura ambiente. La
fluorescencia se midié a 360/450 nm.

Acumulacion de calcio en la matriz extracelular

Se sembraron A0SMCs sobre placas de plastico recubiertas con fibronectina a una densidad de 25.000 por cm
cuadrado y se cultivaron hasta confluencia durante 5-7 dias. Se afiadié acido ascoérbico o la mezcla 1 a las células en
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las concentraciones indicadas durante 72 horas en DMEM complementado con FBS al 2% y la matriz extracelular
producida por las células se expuso mediante tratamiento secuencial con Triton X100 al 0,5% y sulfato de amonio 20
mM en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, Life Technologies) durante 3 minutos, cada una a temperatura
ambiente como se describe in Ivanov V, lvanova S, Kalinovsky T, Niedzwiecki A, Rath M. Plant-derived micronutrients
suppress monocyte adhesion to cultured human aortic endothelial cell layer by modulating its extracellular matrix
composition. J Cardiovasc Pharmacol 2008; 52:55-65. Después de cuatro lavados con PBS, las capas de MECs se
solubilizaron mediante incubacién en HCI 0,6 N durante 48 horas a 37°C. El contenido en calcio en las muestras
solubilizadas se midié con el ensayo TECO Ca segun el protocolo del fabricante.

Expresion de marcadores de osteoblastos en células cultivadas humanas

Para los experimentos, se sembraron células AoSMC, DF y hFOB en placas de plastico distintas de 96 pocillos, con
una densidad de 25.000 por cm cuadrado y se cultivaron hasta confluencia durante 5 a 7 dias. Los compuestos
sometidos a ensayo se afiadieron a las células con las concentraciones indicadas durante 72 horas en DMEM
complementado con FBS al 2%. Las capas celulares se lavaron tres veces con PBS y se fijaron con formaldehido al
3% en PBS a 4°C durante una hora. Las capas de células fijadas se lavaron cuatro veces con PBS y se trataron con
BSA/PBS al 1% durante una hora a temperatura ambiente. Se realizd un inmunoensayo para marcadores
osteogénicos mediante incubacion secuencial con anticuerpos monoclonales primarios (R&D Systems) en BSA/PBS
al 1% durante 2 horas, seguido de 1 hora de incubacién con anticuerpos secundarios de cabra anti-lgG de raton
marcados con peroxidasa de rabano picante (HRP). La actividad peroxidasa retenida se midié después del ultimo ciclo
de lavado (tres veces con BSA/PBS al 0,1%) usando un reactivo de sustrato de peroxidasa TMB (Rockland). La
densidad optica se leyd con un lector de placas (Molecular Devices) a 450 nm y se expresd como porcentaje de
muestras de células de control incubadas en FBS/DMEM al 2% sin complementar. Para garantizar una comparacion
directa de la expresion de los marcadores osteogénicos sobre diferentes tipos de células, todas las placas cubiertas
con células se trataron de forma idéntica y simultanea durante el inmunoensayo.

Analisis estadistico

Los resultados en cifras son medias £ desviacion estandar DE de tres o mas repeticiones del experimento mas
representativo de al menos dos experimentos independientes. Las diferencias entre las muestras se estimaron con
una prueba t de Student de dos colas, utilizando el programa informatico Excel (Microsoft) y se aceptaron como
significativas con niveles de p inferiores a 0,05.

Los resultados en las Figuras 4A, 4B, 5A y 5B se expresan como porcentaje de controles complementados y se
presentan como medias + DE de seis 0 mas repeticiones del mas representativo de al menos dos experimentos
independientes.

Resultados

Realizaciones ejemplares se ilustran a modo de ejemplo y sin limitacién en las figuras de los dibujos adjuntos, en los
que referencias similares indican elementos similares y en los que la Figura 4A y la Figura 4B son de acuerdo con la
presente invencion. La Figura 1 muestra los efectos del tratamiento con acido ascorbico sobre la calcificacion de la
matriz extracelular en células cultivadas de muasculo liso aértico humano.

La Figura 2A muestra los efectos de la simvastatina sobre la acumulacion de Ca en un cultivo de AoSMCs sin
forskolina.

La Figura 2B muestra los efectos de la mevastatina sobre la acumulacién de Ca en un cultivo de AoSMCs con
forskolina 25 mcM.

La Figura 3A muestra los efectos de ascorbato 200 mcM sobre la expresion de marcadores de osteoblastos en SMCs
adrticas humanas incubadas durante 4 semanas en medio osteogénico complementado con beta-glicerofosfato 5 mM
y forskolina 25 mcM.

La Figura 3B muestra los efectos de ascorbato 200 mcM sobre la expresion de marcadores de osteoblastos en
fibroblastos dérmicos humanos incubados durante 4 semanas en medio osteogénico complementado con beta-
glicerofosfato 5 mM y forskolina 25 mcM.

La Figura 4A muestra los efectos de las estatinas 1 mcM y la Mezcla 1 (con ascorbato 100 mcM) sobre la actividad
fosfatasa alcalina en AoSMCs complementadas con FBS/DMEM al 5% durante cuatro dias. Incubaciéon de 90 min con
sustrato MSU.

La Figura 4B muestra los efectos de estatinas 1 mcM y la Mezcla 1 (y ascorbato 100 mcM) sobre la actividad fosfatasa
alcalina en AoSMCs complementadas con b-GP 5 mM y forskolina 25 mcM durante cuatro dias. Incubacion de 95 min
con sustrato MSU.

La Figura 5A muestra los efectos de estatinas 1 mcM y ascorbato 300 mcM sobre la actividad fosfatasa alcalina en
AoSMCs complementadas con FBS/DMEM al 5% simple durante cinco dias.
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La Figura 5B muestra los efectos de estatinas 1 mcM y ascorbato 300 mcM sobre la actividad fosfatasa alcalina en
AoSMCs complementadas con FBS/DMEM al 5%/b-GP 5 mM, forskolina 25 mcM durante cinco dias.

El proceso de calcificacién celular se investigé en AoSMCs humanas cultivadas en un medio de crecimiento celular
regular (FBS/DMEM al 5%) en ausencia y presencia de diversas cantidades de acido ascérbico. El proceso de
calcificacion de AoSMCs se evalu6é mediante la actividad fosfatasa alcalina celular y la acumulacién de calcio en la
matriz extracelular producida por las células (Figura 1).

Los resultados muestran que la complementacion del medio de las AoSMCs con acido ascorbico hasta 300 mcM daba
como resultado una disminucion significativa en el nivel de calcio extracelular y una menor actividad fosfatasa alcalina
celular de manera dependiente de la dosis. En presencia de ascorbato 300 mcM, la acumulacién de Ca extracelular
por las AoSMCs disminuia en un 20% y la actividad fosfatasa alcalina en un 80%.

Los resultados presentados en la Figura 2A muestran que la acumulacion de calcio en las capas de AoSMCs
aumentaba en presencia de simvastatina en un 23%. Sin embargo, la presencia concomitante de ascorbato de calcio
100 mcM daba como resultado una disminucién del 54% del calcio acumulado hasta el valor de 0,2 mcg/pocillo, lo que
se correlacionaba con los valores observados en células no expuestas a simvastatina.

En la Figura 2B se presenta el efecto del ascorbato sobre la acumulacién de calcio en AoSMCs en condiciones de
procalcificacién mejorada (con forskolina) y en presencia de una estatina (mevastatina). Los resultados muestran que
en presencia de mevastatina 1 mM, la acumulacion de calcio aumentaba desde 1,35 mcg/pocillo en el control hasta
1,8 mcg/pocillo con mevastatina. Sin embargo, cuando se afiadia ascorbato 100 mcM, la acumulacion de calcio
disminuia un 19% por debajo de los valores del control (no complementado).

Ademas de las SMCs, estudiamos el efecto del ascorbato sobre el proceso de calcificacion celular en fibroblastos
dérmicos (DFs) humanos y osteoblastos fetales humanos (FOBs) inmortalizados mediante la evaluacién de cambios
en la expresion de diferentes marcadores pro-osteogénicos en esas células. Los efectos del ascorbato en diferentes
tipos de células expuestas a condiciones pro-osteogénicas, tales como el cultivo en un medio complementado con
beta-glicerofosfato 5 mM y forskolina 25 mcM. Los resultados muestran que la expresiéon de todos los marcadores
osteogénicos analizados se reducia significativamente complementando con acido ascérbico 100 mcM en cultivos de
AoSMCs y DFs (Figura 3). La complementacién con acido ascérbico de osteoblastos hFOS en medio pro-osteogénico
durante un periodo de cuatro semanas era citotoxica. Los datos correspondientes se omitieron en la presentacion.

Comparamos los niveles de expresion de los marcadores osteogénicos en los tipos de células humanas de la prueba
tal y como se presentan en la Tabla 1. Los resultados indican que en un medio de crecimiento regular, la expresién de
osteocalcina, osteoadherina, proteina 1 de la matriz dentinaria (DMP-1) y esclerostina (SOST) eran mas prominentes
en las células de osteoblastos (FOBs), seguidas de cerca por los fibroblastos (DFs), excepto DMP-1, cuya expresion
en los fibroblastos superaba ligeramente a la de los cultivos de FOBs. La expresion celular de esos cuatro marcadores
osteogénicos en AoSMCs cultivadas en medio de crecimiento regular, era significativamente (2-4) veces menos
prominente que en cultivos de FOBs y DFs.

En las presentes pruebas demostramos que el acido ascorbico sometido a ensayo en concentraciones de hasta 300
mcM puede reducir la acumulacién de calcio en la MEC producida por AoSMCs. Este efecto estaba acompafiado por
el bloqueo de la transformacion osteogénica de las SMCs, como lo indican los cambios en parametros metabdlicos
especificos, como la reduccion de la actividad fosfatasa alcalina celular y la expresiéon celular de las proteinas
marcadoras de los osteoblastos. Un nivel alto de fosfatasa alcalina (ALP) sérica se asocia con un mayor riesgo de
mortalidad e infarto de miocardio. La ALP hidroliza el pirofosfato inorganico, que es un potente inhibidor del depésito
de fosfato calcico.

Tabla 1
: Marcador osteogénico

‘éTipo de célula Osteocalcina iOsteoadherina/OSAD DMP-1 SOST/Esclerostina

| media: DE media DE media: DE media DE
Medio simple 10,288 10,047 0,259 | 0,025 10,412 :0,063: 0212 | 0,030

AOSMC  {Medio osteogénico 0,429 0,086 0315 | 0061 0569.0111: 0289 | 0,063

Medio simple 11,087 10,051 0,889 | 0,093 1,137 .0,089! 0657 | 0,058

hDF ‘Medio osteogénico 0,614 10,2421 0403 | 0119 10,851.0116: 0,374 | 0,051
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Marcador osteogénico

ETipo de ceélula Osteocalcina iOsteoadherina/OSAD DMP-1 SOST/Esclerostina

media; DE media DE media: DE media DE

Medio simple 1,206 :0,288: 1,493 0,147 :0,819:0,307; 0,956 0,197

FOS  Medio osteogénico : 1,003 10,2071 1,049 | 0213 10,786 10,078% 0633 | 0.126

En condiciones fisiologicas (células incubadas en medio de cultivo celular normal), la expresion de osteocalcina,
osteoadherina y SOST/esclerostina era la mas alta en los cultivos de hFOS y la mas baja en los cultivos de hAoSMC.
La expresién de esos marcadores era intermedia en los cultivos de hDF. En condiciones fisiologicas (células incubadas
en medio de cultivo celular normal), la expresion de DMP-1 era la mas alta en los cultivos de hDF y la mas baja en los
cultivos de hAoSMC. La expresion de DMP-1 era intermedia en los cultivos de hFOS. La complementacion celular con
medio pro-osteogénico en comparacion con el medio regular, provocaba la estimulacion de todos los osteomarcadores
sometidos a ensayo en los cultivos de AoSMC. Por el contrario, la complementacién con medio pro-osteogénico
provocaba una inhibicion de todos los marcadores osteogénicos sometidos a ensayo en los cultivos de hDF y hFOS.

Una descripcion de los resultados presentados en las Figuras 4 (A y B) y Figuras 5 (A y B) muestra que el proceso de
calcificacion celular se investigd en células del masculo liso aértico humano (AoSMCs) cultivadas en medio de cultivo
celular en ausencia y presencia de varias estatinas: simvastatina, mevastatina y pravastatina utilizadas con una
concentracién de 1 mcM cada una. El proceso de calcificacion de las AoSMCs se evalu6 a través de la actividad
fosfatasa alcalina celular (ALP). El estudio evaluaba los efectos de la mezcla 1 (combinaciéon de micronutrientes que
contiene ascorbato) y el ascorbato individualmente en condiciones estandar (FBS/DMEM al 5%) y procalcificacion
(FBS/DMEM al 5% complementado con beta-glicerofosfato (b-GP) 5 mM y forskolina 25 mcM - Figura 4B).

Los resultados presentados en la Figura 4A muestran que la actividad ALP de las A0SMCs en condiciones normales
de cultivo celular no se veia afectada por la simvastatina, pero aumentaba en presencia de mevastatina en un 25% y
de pravastatina en un 39%, en comparacién con el control. La adicion de la Mezcla 1 con una concentracién
equivalente a ascorbato 100 mcM daba como resultado una disminucion de la actividad ALP. Como tal, la ALP era
inferior en un 33% en el grupo de control y en un 29%, 25% y 27% en presencia de simvastatina, mevastatina y
pravastatina, respectivamente. Una combinacion de pravastatina y la mezcla 1 daba como resultado una reduccion
del proceso de calcificacion al nivel observado en el control (sin complementar). La mezcla 1 en presencia de
simvastatina y mevastatina disminuia la actividad ALP por debajo de los valores de control. La mas eficaz para reducir
la actividad ALP era una combinacion de la mezcla 1 con simvastatina: un 33% por debajo del valor de control y casi
igual al efecto de la mezcla 1 aplicada sola.

Los resultados presentados en la Figura 4B muestran que en condiciones de procalcificacion (b-GP 5 mM y forskolina
25 mcM), la presencia de simvastatina daba como resultado un aumento en la actividad ALP de un 22%, con
mevastatina de un 39% y con pravastatina de un 25%, en comparacién con el control. Al afiadir la mezcla 1 en
presencia y ausencia de estatinas, la actividad ALP disminuia en un 52% en el control y en presencia de simvastatina,
mevastatina y pravastatina, en un 52%, 45%, 44% respectivamente, en comparacién con los valores sin mezcla 1. De
manera similar a las condiciones normales de cultivo celular, la eficacia de la mezcla 1 para reducir la actividad ALP
era mayor cuando se combinaba con simvastatina (40% en comparacion con el control). La mezcla 1 en combinacion
con todas las estatinas del ensayo reducia significativamente la actividad ALP por debajo de los niveles de control. El
importante efecto reductor de ALP de la mezcla 1 se compar6 con el acido ascorbico utilizado individualmente con
una concentracién de 300 mcM, que es tres veces mayor que su cantidad equivalente contenida en la formulacién de
la mezcla 1.

Los resultados de la Figura 5A muestran que la complementacion del medio AoSMC con acido ascérbico 300 mcM en
presencia y ausencia de estatinas del ensayo, daba como resultado una disminuciéon significativa en la actividad
fosfatasa alcalina celular (ALP). En condiciones normales de medio de cultivo, el acido ascérbico disminuia la actividad
fosfatasa alcalina en aproximadamente un 43%. En presencia de simvastatina, la actividad ALP era mayor en un 57%
y disminuia al nivel de control después de la adicion de ascorbato 300 mcM. De manera similar, la mevastatina y la
pravastatina aumentaban la actividad ALP en un 61% y un 60%, respectivamente. Estos efectos estimulantes
disminuian en un 29% y un 30%, respectivamente, en presencia de acido ascérbico.

Los resultados de la Figura 5B muestran que, en condiciones de procalcificacion, las estatinas provocaban un aumento
del 30%, 41% y 25% en la estimulacion de la actividad ALP para simvastatina, mevastatina y pravastatina,
respectivamente. Una complementacion simultanea con ascorbato daba lugar a una disminucién en la actividad ALP
de un 36%, 37% y 24% para las muestras que contenian simvastatina, mevastatina y pravastatina, respectivamente.
En las mismas condiciones experimentales, el acido ascoérbico afiadido a AoSMCs en ausencia de estatinas, disminuia
la actividad ALP en un 29%.
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Por tanto, en este estudio probamos que la mezcla 1 y/o la vitamina C tienen un papel decisivo en la regulacién de la
estructura y funcién celular y extracelular dentro de la pared vascular. Con una disponibilidad éptima de ascorbato o
de la mezcla 1, la integridad y la estabilidad de la pared vascular estaria garantizada, sobre todo, a través de una

sintesis dptima de colageno y otras moléculas de la MEC.
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REIVINDICACIONES

1. Una mezcla de composicion que comprende acido L-ascorbico o ascorbato, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B12, acido félico, biotina, L-carnitina y betaina para uso en el
tratamiento o la prevencion de la calcificaciéon vascular inducida en pacientes por la administracidn de estatinas.

2. La mezcla de composicidon segun la reivindicacion 1, para uso en pacientes en tratamiento que reciben un
tratamiento concomitante con estatinas.

3. La mezcla de composicién para uso segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la mezcla de composicién contiene las
siguientes cantidades:

acido L-ascdrbico o ascorbato: 300 mg a 1000,2 mg,
vitamina E: 27,5 mg a 82,5 mg,
vitamina B1: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B2: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B3: 115 mg a 350,1 mg,
vitamina B5: 16,7 mg a 50,1 mg,
vitamina B6: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B12: 10 ug a 30 ug,
acido folico: 133,3 ug a 399,9 ug,
biotina: 33,3 ug a 99,9 ug,
L-carnitina: 33,3 mg a 99,9 mg,
betaina: 23,3 mg a 69,9 mg.

4. La mezcla de composicion para uso segln una de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el ascorbato se selecciona
a partir de ascorbatos solubles en agua o solubles en lipidos 0 mezclas de los mismos, preferiblemente a partir de
ascorbato de calcio, ascorbato de magnesio, ascorbato de sodio, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo o mezclas
de 10s mismos.

5. Una composicion farmacéutica que contiene al menos una estatina y acido L-ascdrbico o ascorbato, vitamina E,
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B12, acido félico, biotina, L-carnitina y
betaina en una forma de dosificacion que permite la administracién concomitante a un paciente de al menos una
estatina y acido L-ascorbico o ascorbato y vitamina E, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina
B6, vitamina B12, acido fdlico, biotina, L-carnitina y betaina.

6. La composicion farmacéutica segun la reivindicacién 5 o 6, en la que al menos una estatina y acido L-ascdrbico o
ascorbato, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B8, vitamina B12, acido félico,
biotina, L-carnitina y betaina estan presentes como una mezcla fisica o como composiciones farmacéuticas separadas
destinadas a una administracién concomitante a un paciente.

7. La composicion farmacéutica segun la reivindicaciéon 5, para uso en la prevencion o el tratamiento de una
enfermedad cardiovascular.

8. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 7, en donde la enfermedad cardiovascular es
enfermedad de las arterias coronarias, enfermedad cerebrovascular o enfermedad vascular periférica.

9. La composicién farmacéutica segin una de las reivindicaciones 5 a 8, en donde la estatina se selecciona a partir
del grupo que consiste en atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina,
pravastatina, rosuvastatina, simvastatina o mezclas de las mismas.

10. La composicién farmacéutica segin una de las reivindicaciones 5 a 9, en donde el ascorbato se selecciona a partir
de ascorbatos solubles en agua o solubles en lipidos 0 mezclas de los mismos, preferiblemente a partir de ascorbato
de calcio, ascorbato de magnesio, ascorbato de sodio, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo 0 mezclas de los
mismos.

11. La composicion farmacéutica segun una de las reivindicaciones 5 a 10, que contiene adicionalmente coenzima
Q1o en una forma de dosificacion que permite la administracion concomitante a un paciente de al menos una estatina,
acido L-ascoérbico 0 ascorbato y coenzima Qio.
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12. La composiciéon farmacéutica segin una de las reivindicaciones 5 a 11, que comprende una cantidad de
dosificacién diaria de acido L-ascérbico o ascorbato de 10 mg a 100 g y de al menos una estatina de 5 mg a 100 mg.

13. La composicion farmacéutica segun una de las reivindicaciones 5 a 12, que contiene las siguientes cantidades:
acido L-ascdrbico o ascorbato: 300 mg a 1000,2 mg,
vitamina E: 27,5 mg a 82,5 mg,
vitamina B1: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B2: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B3: 115 mg a 350,1 mg,
vitamina B5: 16,7 mg a 50,1 mg,
vitamina B6: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B12: 10 ug a 30 ug,
acido folico: 133,3 ug a 399,9 ug,
biotina: 33,3 ug a 99,9 ug,

L-carnitina: 33,3 mg a 99,9 mg,
betaina: 23,3 mg a 69,9 mg
en la composicion farmacéutica.

14. La composicion farmacéutica segun la reivindicacién 13, que contiene adicionalmente niacina, preferiblemente en
una mezcla con la estatina.

15. Una mezcla 1 de composicion que comprende o consiste en vitamina C, vitamina E, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B12, acido félico, biotina, L-carnitina y betaina que contiene o consiste
en las siguientes cantidades:

vitamina C: 300 mg a 1000,2 mg,
vitamina E: 27,5 mg a 82,5 mg,
vitamina B1: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B2: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B3: 115 mg a 350,1 mg,
vitamina B5: 16,7 mg a 50,1 mg,
vitamina B6: 3,3 mg a 9,9 mg,
vitamina B12: 10 ug a 30 ug,
acido folico: 133,3 ug a 399,9 ug,
biotina: 33,3 ug a 99,9 ug,
L-carnitina: 33,3 mg a 99,9 mg,
betaina: 23,3 mg a 69,9 mg

en la mezcla de composicién.

16. La mezcla 1 de composicion segun la reivindicacién 15, en donde la vitamina C esta en forma de ascorbato, en
donde el ascorbato se selecciona preferentemente a partir de ascorbatos solubles en agua o solubles en lipidos, o
mezclas de los mismos, mas preferentemente en donde el ascorbato se selecciona a partir de ascorbato de calcio,
ascorbato de magnesio, ascorbato de sodio, fosfato de ascorbilo, palmitato de ascorbilo 0 mezclas de los mismos.

17. La mezcla 1 de composicion segun una de las reivindicaciones 15 o 16, que contiene adicionalmente una coenzima
Quo.
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Fig. 1
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Fig. 3B
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Fig. 58
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