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DESCRIPCION
Procedimientos para distinguir entre la glutamina formada por cataplerosis o formada por protedlisis

[0001] La presente invencion se refiere a un ensayo para distinguir entre los origenes de la glutamina en el cuerpo
de un ser humano o de un animal. El ensayo es particularmente adecuado para distinguir entre fuentes
catapleréticas y proteoliticas de glutamina hepatica.

[0002] La glutamina es un abundante aminoacido no esencial que esta muy involucrado en la transferencia de
carbono y nitrégeno entre diferentes érganos y tejidos. EI musculo esquelético es la fuente principal de produccién
de glutamina en todo el cuerpo, lo que supone el 50 — 70 % de la tasa de aparicién (R,) de la glutamina. El esqueleto
carbonado de la glutamina es utilizado por el intestino como fuente de energia y por el higado como precursor
gluconeogénico. Termodindmicamente, la glutamina es un potente aminoacido gluconeogénico puesto que su
conversion a los azucares-fosfato va acompafiada por una ganancia neta de ATP y equivalentes de reduccion.
Existen evidencias de que la glutamina procedente de tejidos periféricos es una importante fuente de carbono para
la gluconeogénesis hepatica. Por tanto, alteraciones en la producciéon de glutamina en todo el cuerpo pueden tener
un efecto significativo sobre la actividad gluconeogénica y el metabolismo de la glucosa hepatica.

[0003] La glutamina puede proceder tanto de fuentes metabdlicas como proteoliticas puesto que su R, puede
verse influenciada por cambios en la actividad metabdlica periférica o en la cinética de proteinas en todo el cuerpo.
Estas podrian incluir el equilibrio entre el anabolismo y catabolismo de las proteinas de todo el cuerpo asi como las
actividades intermedias de flujo metabdlico de diversos tejidos periféricos.

[0004] EI musculo esquelético presenta un reservorio de glutamina libre relativamente grande que se encuentra en
rapida renovacion y procede tanto de actividades metabdlicas como proteoliticas. El contenido en glutamina de las
proteinas musculares solubles en bases es del 4 % aproximadamente, por lo que la degradacion de proteinas
supone una fuente directa de glutamina. Ademas, la glutamina se puede sintetizar a partir de otros aminoacidos que
se liberan durante la protedlisis, incluyendo prolina, histidina, asparagina y glutamato. De estos precursores, el
glutamato es cuantitativamente el mas importante puesto que su abundancia en las proteinas del musculo
esquelético es ~ 4 veces superior a la de la glutamina. En consecuencia, cada equivalente de glutamina que se
libera directamente por la protedlisis de musculo esquelético va acompafiada por cuatro glutamatos que
potencialmente se pueden convertir en glutamina. La glutamina también se puede obtener a partir del reservorio de
metabolitos del ciclo de Krebs a través del a-cetoglutarato y glutamato. La produccién neta de glutamina a partir de
esta fuente requiere que el a-cetoglutarato que se pierde en el ciclo de Krebs se compense con la introduccién
anaplerotica en el ciclo. En el musculo esquelético, las actividades de la piruvato carboxilasa y la enzima malica
permiten la utilizacion anaplerética del piruvato. Se ha informado de la presencia de niveles significativos de flujo
anaplerético en el musculo esquelético de rata mediante marcadores '*C.

[0005] Desde hace mucho tiempo existe la necesidad médica de que un facultativo sea capaz de identificar las
fuentes de los carbonos de la glutamina en todo el cuerpo para la actividad gluconeogénica hepatica. Una
enfermedad critica se caracteriza por una pérdida de masa corporal magra (deterioro muscular) por lo que existe
potencial para el aumento en la generacion de glutamina a partir de la degradacion de proteinas. Este escenario
también se caracteriza por hiperlipidemia y tasas elevadas de gluconeogénesis hepatica. Dado que la glutamina
puede ser un contribuyente importante en la gluconeogénesis hepatica en sujetos sanos, el aumento de la
disponibilidad de glutamina hepatica durante la enfermedad podria contribuir a elevar los flujos gluconeogénicos
hepaticos. No obstante, hasta la fecha, no ha sido posible detectar en qué grado contribuyen la degradacion de
proteinas en todo el cuerpo y los flujos catapleréticos al reservorio de glutamina hepatica. Los procedimientos
actuales pueden estimar la contribucion de glutamina liberada directamente por la degradacion de proteinas a la R,
de la glutamina en todo el cuerpo. No obstante, en la medida en que se sintetice la glutamina a partir de otros
aminoacidos liberados durante la degradacién de proteinas (principalmente el glutamato), los procedimientos de la
técnica anterior sustancialmente subestiman la contribucion total de la degradacion de proteinas al reservorio de
glutamina hepatica y no son utiles para la deteccion temprana del deterioro muscular.

[0006] Por tanto, es un objeto de la presente invencién evitar las desventajas asociadas a la técnica anterior y
proporcionar los procedimientos mejorados para distinguir entre los origenes de los esqueletos carbonados de la
glutamina hepatica.

[0007] Segun un primer aspecto de la presente invencion se proporciona un procedimiento para distinguir entre la
glutamina formada por cataplerosis o protedlisis en un sujeto que comprende someter a ensayo una muestra
corporal procedente de un sujeto para glutamina deuterada;

en donde la muestra corporal procede de un sujeto al que se le ha administrado agua deuterada (2H20) y que ha

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2384 603 T3

sido tratado con un agente que promueve la excrecion de glutamina del sujeto; y

en donde las contrlbu0|ones cataplerdticas y proteoliticas a la formacién de glutamina se cuantifican analizando el
enriguecimiento en ’H de la glutamina, indicando asi las proporciones en la muestra corporal de glutamina formada a
partir de la cataplerosis y de la protedlisis.

[0008] Kuhn y col.,, 1999 (Am. J. Clin. Nut 70(4): 484 — 489) se propusieron medir la glutamina en proteina
muscular. Usaron datos compilados procedentes de estudios previos para recalcular las contribuciones de la
protedlisis y la sintesis de novo a la produccion endoégena de glutamina en especimenes de musculo (biopsias
abiertas) procedentes de seres humanos, ratas, vacas y cerdos.

[0009] Hankard y col., 2000 (Am. J. Phys. End. Met 279(3): E608 — E613) investigaron el papel de la glucosa en la
regulacién del metabollsmo de la glutamina en sujetos sanos y con dlabetes de tipo 1 dependiente de insulina
usando una infusién continua elaborada de D-[U- 14C]glucosa L-[5, 55-2 H3]leucina y L-[3, 4-130]glutam|na y
controlando la glucosa plasmatica.

[0010] Chapa y col., 2000 (Neurochem. Int. 37 (2 — 3): 217 — 228) utilizaron espectroscopia de RMN [13C 2H]

ex vivo para estimar los tamafios relatlvos de los reservorios de glutamato neuronales y gliales y las contribuciones

relativas de (1-13C) glucosa y (2- -3¢, 2- H3) acetato a los ciclos de los acidos tricarboxilicos neuronales y gliales en

cerebro de adulto Las ratas se |nfund|eron durante 60 mlnutos en la vena yugular derecha con disoluciones que

contienen (2-"°C,2-?H3) acetato y (1-°C) glucosa o (2-'°C,2-?H3) acetato solo. Al final de la infusion los cerebros se

congelaron in situ y se prepararon extractos con acido percldrico y se analizaron mediante espectroscopia de RMN
3C de alta resolucion (90,5 MHz).

[0011] Jones y col., 2001 (Am. J. Phys. End. Met 281 (4): E848 — 856) usaron un estudio de gluconeogénesis

con RMN 2H y ®°c mtegrada y el flujo del ciclo de los TCA en seres humanos. Se midi6 la sintesis de glucosa

hepatica procedente de glucégeno, glicerol y del ciclo del a0|do trlcarboxmco (TCA) en cinco sujetos mantenidos en

ayunas durante toda la noche mediante analisis de RMN H, 2H y 3C de glucosa en sangre, acetamlnofen

%!ucuronldo en orina y fenilacetilglutamina en orina después de la administracién de [1, 6-' C2] glucosa, H,0, y [U-
C3] propionato.

[0012] Perdigoto y col., 2001 (NMR in Biomed. 16(4): 189 — 198) examinaron el metabolismo de la glucosa en
cinco sujetos sanos mantenldos en ayunas durante 16 horas, medidos con una combmamon de [U C3] glucosa y
marcadores de *H0. La produccién de glucosa se cuantificé por analisis de RMN "*C del derivado de monoacetona
de glucosa plasmatica.

[0013] Kadrofske y col., 2006 (Am. J. Phys. End. Met 290(4): E622 — E630) examinaron el efecto de
aminodcidos intravenosos sobre las cinéticas de la glutamina y de proteinas en recién nacidos prematuros con bajo
peso. Se determinaron las cinéticas de la sintesis de novo de glutamina, leucina N, fenilalanina y urea utilizando
marcadores isotépicos estables en muestras de sangre obtenidas de un catéter de la arteria umbilical.

[0014] Hankard y col., 1995 (Am. J. Phys 269: E663 — E670) investigaron la respuesta del metabolismo de la
glutamina a glutamina exdgena en seres humanos y determinaron que la infusién de glutamina llevaba asociada un
incremento en la oxidacién y en la glutamina plasmatica, sin cambio en la glutamina liberada de la protedlisis y una
reduccion en la sintesis de novo de glutamina.

[0015] También se describe un procedimiento para distinguir entre la glutamina formada por cataplerosis y
protedlisis en un sujeto que comprende:

a) la administraciéon de agua deuterada (2H20) a un sujeto;

b) el tratamiento del sujeto con un agente que promueve la excrecion de glutamina del sujeto;
c) la obtencién de una muestra corporal del sujeto; y

d) someter a ensayo la muestra corporal para la presencia de glutamina deuterada;

Py

en donde las contnbumones catapleréticas y proteoliticas a la formacion de glutamina se cuantifican analizando el
enriquecimiento en ’Hdela glutamina, indicando asi las proporciones de glutamina en la muestra corporal formada a
partir de la cataplerosis y de la protedlisis.

[0016] Con el término "cataplerosis" queremos indicar las reacciones responsables de la eliminacion de
compuestos intermedios del ciclo de Krebs. Existen varias enzimas catapleréticas; éstas incluyen la PEPCK, la
aspartato aminotransferasa, y la glutamato deshidrogenasa. En el contexto de la presente invencion, la glutamato
deshidrogenasa es responsable de la conversion del a-cetoglutarato, un compuesto intermedio del ciclo de Krebs, en
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glutamato. El glutamato, a su vez, se puede convertir en el higado en glutamina.

[0017] Con el término "glutamina cataplerética” queremos indicar la glutamina que se ha obtenido del ciclo de
Krebs (procedente, a su vez, de glutamato y a-cetoglutarato). La glutamina obtenida por cataplerosis puede tener un
atomo de hidrégeno en las posiciones 2, 3 o 4 (véase Figura 1) que procede del agua del cuerpo. Ademas, el
hidrégeno en esta posicion se puede renovar mas frecuentemente que el hidrégeno equivalente en la glutamina
obtenida de la protedlisis.

[0018] Con el término "glutamina proteolitica" queremos indicar la glutamina que, directa o indirectamente,
procede de aminoacidos que se liberan después de la degradacion de proteinas.

[0019] La presente invenciéon se basa en una hipdtesis desarrollada y sometida a ensayo cuando los
inventores se dieron cuenta de que una serie de aspectos podrian contribuir a desarrollar un procedimiento
mejorado para la medicién de la produccién de glutamina.

[0020] En primer lugar, se dieron cuenta de que las contribuciones catapleréticas y proteoliticas de todo el
cuerpo a la glutamina (principalmente producida en el higado) se pueden cuantificar analizando el enrlquemmlento
en ?H de la glutamina después del consumo de ?H,0. Cuando el agua del cuerpo esta enriquecida con H,0, los
aminoacidos I|bres que se intercambian con el piruvato y los metabolitos del ciclo de Krebs se enrlquecen
rapidamente con %H. Los aminoécidos liberados de la proteina no estaran enriquecidos de manera significativa en 2H
durante este periodo debido a una tasa de renovacion fraccional mucho mas pequeia de la protelna El glutamato
procedente del ciclo de Krebs a través de la cataplerosis presentara niveles de enriquecimiento en H predecibles en
lugares especificos, lo que refleja la participacion de los hidrégenos del agua en las diversas etapas del ciclo de
Krebs y durante la aminacion del a-cetoglutarato (véase Figura 1). Puesto que se preserva la incorporacion de 2H
durante la conversion de glutamato en glutamina, el nivel de enriquecimiento en ?H de la glutamina refleja la
contribucion cataplerética de los esqueletos carbonados al reservorio de glutamina. El grado en el cual este
enriquecimiento se diluye en relacion al del agua corporal es una medida de la contribucién de las moléculas de
glutamina cuyos esqueletos carbonados proceden de la degradacion de proteinas.

[0021] En segundo lugar, los inventores se dieron cuenta de que seria posible medir el enriquecimiento en H
de la glutamina de una forma no invasiva. Esto se puede conseguir combinando la glutamina con una gente que

E)romueva la excrecién de la glutamina del cuerpo (por ejemplo, en la orina). Se apreciara que el enriquecimiento en
H de los esqueletos carbonados de la glutamina se mantendra en la fraccion de glutamina unida al agente.

[0022] En tercer lugar, los inventores establecieron que la glutamina cataplerotlca (enriquecida en H)
puede distinguir de la glutamina procedente de la protedlisis (sin enriquecimiento en H) examinando las moleculas
con un sistema de ensayo adecuado tal como resonancia magnética nuclear (RMN) o espectroscopia de masas.

[0023] Por tanto se apreciara que, segun los procedimientos de la invencién, una elevada proporcién de
glutamina deuterada (por ejemplo, comparada con un promedio normal o control) en una muestra sugiere
cataplerosis. Ademas, una baja proporcion de glutamina deuterada (por ejemplo, comparada con un promedio
normal o control) en una muestra sugiere protedlisis.

[0024] El sujeto puede ser cualquier organismo en el cual se pueda sintetizar glutamina en el cuerpo
mediante cataplerosis y protedlisis. Se prefiere que el sujeto sea un mamifero. El mamifero puede ser un animal de
interés veterinario o de interés cientifico. Por ejemplo, el sujeto puede ser un mamifero seleccionado del grupo
compuesto por caballos, ganado vacuno, cerdos, ovejas, primates, gatos, perros, ratas, ratones o conejos. Lo mas
preferido es que el sujeto sea un ser humano.

[0025] Los procedimientos de la invencion pueden ser particularmente utiles cuando un investigador desea
utilizar una muestra de un sujeto para seleccionar si un compuesto de prueba promueve o no promueve la protedlisis
o la cataplerosis. Una muestra corporal obtenida de un sujeto tratado con dicho compuesto de prueba se tratdé con
agua deuterada y un agente que promueve la excrecion de glutamina (como se ha descrito anteriormente). Una
reduccién en la proporcion de glutamina deuterada en un sujeto, cuando se compara con un control, sugeriria que
mas glutamina de la muestra procede de la protedlisis y que el compuesto de prueba provoca protedlisis. Por el
contrario, un incremento en la proporcion de glutamina deuterada (es decir, glutamina cataplerética) en un sujeto
sugeriria que el compuesto de prueba reduce la degradacion de proteinas y puede ser anabdlico. Se apreciara que
esto representa una caracteristica importante de la invencién y por tanto los procedimientos del primer aspecto de la
invencion se pueden adaptar para su utilizacion como seleccion para su uso por la industria farmacéutica en el
desarrollo de nuevos farmacos. Dicha seleccidon también se puede utilizar para someter a ensayo la utilizacién o no
por parte de atletas de sustancias prohibidas para su deporte.
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[0026] Por tanto, segun otro aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento de seleccion de un
compuesto para establecer si el compuesto es proteolitico o anabdlico, que comprende someter a ensayo una
muestra corporal procedente de un sujeto para glutamina deuterada;

en donde la muestra corporal procede de un sujeto al que se le ha administrado agua deuterada (ZHZO), ha sido
tratado con un agente que promueve la excrecion de glutamina del sujeto, y ha sido tratado con el compuesto; y

en donde, cuando se compara con un control, un incremento en la proporcion de glutamina deuterada indica que el
compuesto es anabdlico o reduce la protedlisis y una reduccién en la proporcion de glutamina deuterada indica que
el compuesto promueve la protedlisis.

[0027] También se describe un procedimiento de seleccion de un compuesto para establecer si el compuesto
es proteolitico o anabdlico, que comprende:

(a) el tratamiento de un sujeto con el comfuesto

(b) la administracién de agua deuterada (“H-O) al sujeto,

(c) el tratamiento del sujeto con un agente que promueve la excrecion de glutamina del sujeto;
(d) la obtencién de una muestra corporal del sujeto; y

(e) someter a ensayo la muestra corporal para la presencia de glutamina deuterada;

en donde, cuando se compara con un control, un incremento en la proporcién de glutamina deuterada indica que el
compuesto es anabdlico o reduce la protedlisis y una reduccién en la proporcién de glutamina deuterada indica que
el compuesto promueve la protedlisis.

[0028] La muestra corporal segun cualquier aspecto de la invencion puede ser cualquier muestra en la que se
excrete glutamina, o un conjugado de glutamina junto con el agente. Por ejemplo, la muestra puede ser sudor o
lagrimas. No obstante, lo mas preferido es que la muestra corporal sea una muestra de orina.

[0029] Se apreciara que el 2H,0 se puede administrar a los sujetos mediante cualquier medio que permita
que el ?H,0 alcance el higado del sujeto (donde se produce la mayor parte del metabolismo de Ia glutamina). El
’H,0 se puede introducir de tal manera que se administre S|stem|camente Por ejemplo, el ’H,0 se puede
administrar por medio de gotero intravenoso. No obstante, se prefiere que el ’H,0 se ingiera. Idealmente, un sujeto
deberia comenzar a ingerir eI H,0 al menos 2 horas antes de la obtencién de la muestra. Por ejemplo, el sujeto
puede comenzar a mgenr el 2H,0 24 horas o mas antes de la obtencion de la muestra. Preferentemente, el sujeto
comienza la ingesta de ?H,0 16 horas antes de la obtencion de la muestra y mas preferentemente comienza
aproximadamente 8 horas antes de la obtencién de la muestra.

[0030] Se puede planificar la recogida de muestras corporales de un sujeto por la mafiana (por ejemplo, a las
9: 00 h). Cuando éste sea el caso, el sujeto puede comenzar a ingerir ?H,0 la noche anterior. Idealmente, el sujeto
también deberia estar en ayunas (por ejemplo, a partir de las 20:00 h después de una cena / ingesta normal).
Durante la noche, cada su1eto debe beber entre 1,0 — 10,0 g / kg de agua corporal de H,0 y preferentemente 5,0 g /
kg de agua corporal de ?H,0O aproximadamente.

[0031] Cuando el sujeto es un ser humano, el ?H,0 se puede administrar en forma de disolucién (por
ejemplo, 2H20 al 35 % aproximadamente) en agua no carbonatada (para un volumen total de ~ 350 ml). Esta
disolucion se puede dividir en dos fracciones iguales. Cuando las muestras se tienen que obtener a las 9:00 h, la
primera fraccion se puede administrarala 1: 00 hy la segunda porcién se puede administrar a las 3:00 h. Durante el
resto del estudio, el sujeto puede beber agua que contenga ’H,0 al 0,5 % para mantener el enriquecimiento del
agua corporal.

[0032] Bajo algunas circunstancias descritas en el presente documento se evita la necesidad de tratamiento
con un agente que promueva la excrecion de glutamina. Por ejemplo, la prueba para glutamina deuterada puede ser
suficientemente sensible para detectar glutamina libre que se excreta del cuerpo de un mamifero. No obstante,
normalmente existe una excrecion limitada de glutamina libre y se utiliza un agente que promueva la excrecion de
glutamina. El agente puede ser cualquier compuesto que reaccione, se una, o se conjugue con la glutamina de tal
forma que promueva la excrecién de glutamina del cuerpo. Cuando la muestra corporal es orina se prefiere que el
agente comprenda un grupo fenilacetilo y reaccione con la glutamina para formar una fenilacetilglutamina (PAGN).
Los agentes preferidos incluyen el aspartamo, fenilacetato sédico o fenilbutirato SOdICO que pueden reaccionar con la
glutamina para formar una PAGN. Se apreciara que la glutamina enriquecida en ’H (formada mediante cataplerosis)
se conserva en la fraccion glutamina de la PAGN. A continuacion, la PAGN se puede aislar del cuerpo en la orina y
la muestra de orina se puede someter a ensayo segun los procedimientos de la invencion.
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[0033] La dosificacion y el calendario del tratamiento con el agente dependera del agente especifico
seleccionado; como se formula; su tasa conocida de absorcion en el cuerpo; y la eliminacion del cuerpo. Cuando el
agente es aspartamo, fenilacetato sédico o fenilbutirato sédico se prefiere que se formule para ingestion oral. Por
ejemplo, el agente se puede formular en forma de comprimido o en forma de disolucién para su ingesta. El agente
puede estar encapsulado en gelatina.

[0034] El agente se puede ingerir 0,5 — 8 horas antes de la obtenciéon de una muestra y mas preferentemente
1 — 4 horas aproximadamente antes de la obtencion de la muestra. A modo de ejemplo, un agente encapsulado con
gelatina que comprende un grupo fenilacetilo se puede ingerir 2 horas antes de la obtencién de una muestra de
orina. Por ejemplo, si las muestras de orina se tienen que recoger a partir de las 9:00 h, entonces a las 7:00 h el
sujeto humano puede ingerir una capsula de gelatina que contenga 50 — 500 mg, y preferentemente 300 mg
aproximadamente, de acido fenilbutirico.

[0035] Se apreciara que el H,0 y el agente se pueden administrar a un sujeto por separado.
Alternativamente se pueden combinar en una unica disolucion acuosa con el fin de que el sujeto sometido a ensayo
pueda |nger|r de manera conveniente una unica disolucién. Alternativamente, se puede utilizar una disolucién que
contenga ’H,0 para ayudar a tragar un comprimido o una capsula de gelatina que comprenda el agente.

[0036] La dosificaciéon y el calendario del tratamiento con los compuestos de prueba dependeran de la
naturaleza del compuesto especifico sometido a ensayo; cédmo se formula; su tasa conocida de absorcion en el
cuerpo; Yy la eliminacion del cuerpo.

[0037] La(s) disolucién(es) que contiene(n) el ’H,0 y / 0 agente y / o compuesto de prueba también puede(n)
contener agentes aromatizantes y similares para hacer que dichas disoluciones sean mas apetecibles.

[0038] La muestra corporal puede ser adecuada para su ensayo inmediato. No obstante, dependiendo del
procedimiento de prueba utilizado, la muestra corporal puede requerir procesamiento. Por ejemplo, la muestra puede
requerir que se diluya o que se concentre en su contenido en glutamina para hacerla adecuada para las pruebas.
También puede ser necesario liberar la glutamina de la fraccién (por ejemplo, un grupo fenilacetilo) que haya
promovido la excrecién de la glutamina del sujeto. Algunos de los procedimientos utilizados para liberar la glutamina
pueden dar como resultado la desaminacion de la glutamina para generar glutamato. Se apreciara que la glutamina
y el glutamato comparten el mismo esqueleto carbonado y el analisis de ?H sobre la glutamina o el glutamato seran
igualmente utiles para discriminar entre la glutamina cataplerética y la glutamina proteolitica.

[0039] La muestra corporal se puede someter a ensayo de diferentes maneras. Por ejemplo, se puede utilizar
espectroscopia de masas para analizar el contenido en glutamina (o glutamato) de la muestra. Se pueden utilizar
técnicas de espectroscopia de masas convencionales.

[0040] Se prefiere que los procedimientos de la invencién supongan la prueba de las muestras mediante
analisis de RMN y es mas preferido la utilizacion de técnicas de RMN ’H.

[0041] El anadlisis de bajos niveles de enriquecimientos en ’H mediante RMN requiere la recuperacion de
~ 0,1 - 0,2 mmol de analito. Los inventores han encontrado que se obtiene suficiente analito en una muestra de
orina cuando se ingiere una unica capsula que contiene 50 — 500 mg de un agente y se prosigue con la recogida de
orina 2 — 4 horas después aproximadamente. Por ejemplo, una capsula de gelatina que contiene 0,3 — 0,5 g de acido
fenilbutirico basta para producir analito suficiente para el analisis por RMN de orina procedente de un sujeto humano
que se recoge 2 — 4 horas después de que se haya consumido la capsula.

[0042] Los inventores han descubierto que la glutamina procedente de la catapler03|s se puede distinguir de
la glutamina procedente de la protedlisis cuando se analizan trazas mediante RMN ’H. La Figura 3 ilustra como los
atomos de hidrégeno 2H sobre el esqueleto carbonado de la glutamina se pueden resolver en las posiciones 2, 3 6 4.
La presencia de hidrégeno ’H, particularmente en posicion 3, se puede cuantificar, por ejemplo como se describe en
el Ejemplo 1, para proporcionar la relacion de glutamina cataplerética / glutamina proteolitica en una muestra.

[0043] Segun una forma de reallzaC|on preferida de la invencién se obtiene una muestra de orina procedente
de un sujeto que haya ingerido previamente ’H,0 (para cargar la glutamina cataplerética con H) y un agente que
promueve la excrecion de glutamina del cuerpo (por ejemplo, aspartamo, fenilacetato sddico o fenilbutirato sédico).
Se recoge una muestra de orina del sujeto. A continuacion la muestra se procesa (véase a continuacion) y se lleva a
cabo una RMN 2H sobre la muestra procesada para analizar el contenido en glutamina cataplerdtica y glutamina
proteolitica de la muestra.

[0044] Lo mas preferido es que una muestra de orina que contiene PAGN se procese utilizando el siguiente
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procedimiento:
(A) La orina se puede concentrar (ejemplo, mediante un evaporador rotatorio).
(B) El pH del concentrado se puede ajustar a 7 aproximadamente (por ejemplo, con NaOH).

(C) A continuacion la muestra se puede centrifugar, se puede retirar el precipitado y el pH del sobrenadante se
puede ajustar a 1,5 (por ejemplo, con HCI).

(D) El sobrenadante se puede introducir en una columna de extraccion en fase sélida y la PAGN se puede eluir con
acetato de etilo.

(E) La PAGN recogida a continuacion se puede hidrolizar para liberar el glutamato disolviendo el acetato de etilo en
acido y calentando a 100 °C aproximadamente.

(F) A continuacion la disolucién resultante se puede centrifugar, el sobrenadante se puede mezclar con agua y el pH
se puede ajustar a 1,0 (por ejemplo, con la adicion de HCI).

(G) La disolucion se puede pasar a través de una resina de intercambio catiénico. La columna se lava con agua y el
glutamato libre se eluye con una base volatil (por ejemplo, NH;OH 2 M).

(H) A continuacion el disolvente se puede evaporar hasta sequedad y el residuo que contiene glutamato se puede
disolver en agua no deuterada antes del andlisis por RMN ’H.

[0045] Los procedimientos mas preferidos se describen en los Ejemplos. Estos procedimientos preferidos se
pueden adaptar facilmente para incluir un compuesto de prueba que se deba seleccionar segun la invencion.

[0046] Los procedimientos del primer aspecto de la invencién son utiles en la gestion clinica de animales o
seres humanos. Los datos de los inventores indican que, en sujetos en estado post-absortivo sanos,
aproximadamente el 50 % de los esqueletos carbonados en el reservorio de glutamina hepatica proceden de la
degradacion de proteinas. No obstante, también se ha demostrado que esta relacién puede variar en sujetos que
padecen una enfermedad critica (por ejemplo, que han sufrido quemaduras, lesiones, inflamacion o dolencias
inmunoldgicas importantes). Los procedimientos de la invencion permiten a un facultativo distinguir si la glutamina
esta siendo sintetizada en el cuerpo mediante el catabolismo inadecuado de las proteinas (dando lugar al deterioro
muscular, etc.) o si procede de compuestos intermedios del ciclo de Krebs. Esta informacion puede proporcionar una
percepcion valiosa al facultativo y le permite tomar decisiones (con respecto a los tratamientos o la dieta) que
ayudaran a manejar la dolencia de un paciente.

[0047] Los procedimientos del primer aspecto de la invencion son particularmente utiles para el control de
pacientes en unidades de cuidados intensivos (UCI). Los pacientes de UCI son propensos al deterioro muscular y
dicho deterioro puede tener una gran influencia sobre la morbilidad y la mortalidad. Los procedimientos de la
invencion se pueden aprovechar para obtener una visién temprana sobre el deterioro muscular mediante el ensayo
para un incremento de la glutamina proteolitica. La deteccién temprana del deterioro muscular permite que el
facultativo pueda ajustar la dieta del paciente y asi mejorar la salud de dicho paciente. Esta detecciéon temprana
también beneficia al hospital puesto que permite mejorar la nutricion de los pacientes de UCI, reduciendo el tiempo
de estancia de un paciente en la UCI, con lo que se reducen los costes.

[0048] Los procedimientos del primer aspecto de la invencion también se pueden aprovechar en clinica
cosmética (para controlar la pérdida de masa magra en tratamientos de pérdida de peso); en medicina deportiva
(para controlar el deterioro o la ganancia muscular en atletas); en regimenes de estado fisico general (para controlar
la pérdida o ganancia muscular); y para controlar la utilidad de suplementos nutricionales tales como suplementos de
aminoacidos utilizados para promover el crecimiento muscular.

[0049] Ahora la presente invencion se describira con mas detalle con referencia a los Ejemplos y Figuras, que
describen:

Figura 1: llustra esquematicamente las fuentes de enriquecimiento de hidrogeno de la glutamina procedentes de
intercambios o adicidon de protones del agua corporal a compuestos intermedios del ciclo de Krebs. Los dos atomos
de hidrégeno en posicion 4 de la glutamina (mostrados en negrita) se originan a partir de los hidrégenos metilicos del
acetil-CoA. El hidrogeno 3R (mostrado en negrita y subrayado) se incorpora a partir de agua libre durante la
conversion de aconitato y citrato a través de la aconitasa, y el hidrégeno 3S (también mostrado en negrita y
subrayado) se incorpora durante la conversion de oxalosuccinato a a-cetoglutarato mediante la isocitrato

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2384 603 T3

deshidrogenasa. El hidrogeno 2 (mostrado en negrita y con doble subrayado) se incorpora a través de la aminacién
del a-cetoglutarato a glutamato mediante la transaminasa o la glutamato deshidrogenasa.

Figura 2: llustra la relacién entre el enriquecimiento en %H teorico y experimental del hidrogeno 2 del glutamato
medido mediante espectroscopia de RMN 2H de una serie de patrones de glutamato. Los patrones se prepararon a
partir de precursores de glutamina que contienen fracciones conocidas de [2,3,3,4,4-2H5]glutamina comprendidas
entre el 0,1 — 0,5 %.

Figura 3: llustra el espectro de RMN 'H y ?H del glutamato obtenido a partir de la hidrdlisis de fenilacetilglutamina en
orina de un sujeto en a1yunas durante toda la noche. Ambos espectros se procesaron con una anchura de linea de
0,5 Hz. El espectro de 'H representa una adquisicion mientras que el espectro de 2H representa 7608 caidas libres
de la induccién. El nimero encima de cada resonancia identifica la posicion del hidrégeno de glutamilo alifatico y el
origen metabdlico de cada posicidn del sitio de enriquecimiento en H segun lo representado en la Figura 1.

Figura 4: Modelo esquematico que representa las fuentes principales del esqueleto carbonado glutamina de la
fenilacetilglutamina procedente del ciclo de Krebs y de restos aminoacidos de proteinas. También se muestra la
molécula de fenilacetilglutamina con los hidrégenos alifaticos de la glutamina resaltados en relacion a sus fuentes
metabolicas segun lo representado en la Figura 1.

EJEMPLO 1
1.1 RESUMEN

[0050] Los inventores realizaron pruebas para demostrar el valor de los procedimiento segun la invencién
para distinguir entre glutamina cataplerética y Eroteoll'tica en muestras de orina procedentes de sujetos humanos. El
analisis posicional de los enriquecimientos en “H de la glutamina a partir de 2H,0 se llevé a cabo utilizando RMN. La
glutamina procedente de la cataplerosis estaba enriquecida en posicion 3 mientras que la glutamina procedente de
la protedlisis no lo estaba.

[0051] Los enriquecimientos en ’Hdela glutamina se cuantificaron en ocho sujetos sanos mediante analisis
de RMN H de fenilacetilglutamina en orina después de la ingestion de ?H,0 al 0,49 + 0,03 % de enriquecimiento en
agua corporal y 0,3 gramos de acido fenilbutirico. El enriquecimiento de glutamina en posicién 2 fue del 0,33 + 0,02
%; en 3R fue del 0,27 + 0,02 %; en 3S fue del 0,27 + 0,02 % y el enriquecimiento medio de los dos hidrogenos en
posicion 4 fue del 0,17 £ 0,01 %. La fraccion de glutamina hepatica procedente de la cataplerosis se estimé a partir
de la relacién de enriquecimiento en posicion 3 a agua corporal. Mediante este analisis, el 55 + 3 % de la glutamina
hepatica procedia de la cataplerosis y el 45 + 3 % procedia de la protedlisis. El enriquecimiento del hidrogeno en 2
fue significativamente superior que en 3R o 3S (p < 0,05) lo que indica que una fraccion del precursor glutamato sin
marcar experimentd un intercambio con el a-cetoglutarato que no estaba relacionado con el ciclo de Krebs. El
enriquecimiento medio de los hidrégenos en posicion 4 fue de 0,66 + 0,01 al de las posiciones 3R,S lo que indica
que los hidrogenos metilicos del precursor acetil-CoA de la glutamina cataplerética se intercambiaron en un 66 + 1 %
con los protones del agua corporal. En conclusion, el enriquecimiento en ’H de la glutamina hepatica a partir de
’H,0 refleja la contribucidn de las fuentes catapleréticas y proteoliticas y el grado en el que los hidrogenos del acetil-
CoA se intercambian con los del agua corporal.

1.2 MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

1.2.1 Estudios en seres humanos

[0052] Todos los estudios se realizaron de acuerdo con un protocolo aprobado por el comité ético del
Hospital universitario de Coimbra tras el consentimiento informado de cada sujeto. Los sujetos comenzaron el ayuno
a las 20: 00 h después de una cena normal. Durante la noche, cada sujeto ingirié 5,0 g / kg de agua corporal de
2H,0 en forma de disolucion al 35 % en agua mineral no carbonatada (para un volumen total de ~ 350 ml) dividida
en dos fracciones iguales: la primera fraccién se administré a la 1: 00 h y la segunda fracciéon se administro a las 3:
00 h. Durante el resto del estudio, cada sujeto bebié agua que contiene ’H,0 al 0,5 % para mantener el
enriquecimiento del agua corporal. A las 7: 00 h los sujetos ingirieron una capsula de gelatina que contiene 300 mg
de acido fenilbutirico la orina se recogio entre las 9: 00 h y las 11: 00 h.

1.2.2 Aislamiento y procesamiento de la fenilacetilglutamina en orina
[0053] La orina se concentr6 hasta 10 — 15 ml mediante evaporacion rotatoria, el pH del concentrado se

ajusté a 7 con NaOH 5 M y la muestra se centrifugd. Después de la extraccion del precipitado, el pH del
sobrenadante se ajusté a 1,5 con HCI 2 M y se introdujo en una columna de extraccion en fase soélida de 20 ml
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(Isolute HM-N, Symta, S.A.L., Espafa). La PAGN se eluy6 con 80 ml de acetato de etilo y el acetato de etilo se
evaporo hasta sequedad. Para la hidrdlisis de la PAGN a glutamato, el extracto de acetato de etilo se disolvié en 5
ml de HCI 6 M y se calenté durante 24 horas a 105 °C. La disolucién se centrifugo y el sobrenadante se mezclé con
~ 35 ml de agua. El pH se subié hasta 1,0 con la adicién de NHsOH 2 M y la disolucién se pasé a través de una
columna de resina de intercambio de cationes de 18 cm x 1 cm de Dowex 50X8 — 200-H". La columna se lavé con
40 ml de agua, el glutamato se eluy6 con 40 ml de NH4OH 2 M y el disolvente se evaporo hasta sequedad. Se aplicd
el mismo procedlmlento de hidrdlisis y purificaciéon a un grupo de muestras de [2,3,3,4,4- H5]g|utam|na para generar
patrones de [2,3,3,4,4- H5]g|utamato Para la espectroscopia de RMN, el residuo que contiene el glutamato se
disolvié en ~ 0,6 ml de agua no deuterada que contiene una cantidad conocida del 0,505 % de dimetilsulféxido
deuterado (DMSO) como patrén de concentracion interno de 'H y ?H.

1.2.3 Espectroscopia de RMN

[0054] El espectro de RMN ’H con desacoplamiento proténico se obtuvo a 11,75 T en un sistema Varian
Unity 500 equipado con una sonda de banda ancha de 5 mm (Varian, Palo Alto, CA). Los espectros se obtuvieron a
60 °C sin bloqueo del campo-frecuencia con un angulo de inclinacién de 90 grados, una anchura de barrido de 10
ppm, y un tiempo de adquisicién de 2 segundos, y un retraso en el pulso de 5 segundos. Se obtuvieron entre 1500 y
7600 caidas libres de la induccién (FID) por muestra para tiempos de obtencion de 3 — 15 horas. Las FID totales se
procesaron con una anchura de linea de 0,5 Hz antes de aplicar la transformada de Fourier. Se obtuvieron espectros
de RMN H completamente relajados bajo las mismas condiciones con pre-saturacion de la sefial de agua. Se utilizo
una anchura de pulso de 45 grados, un tiempo de adquisicion de 3 segundos y un retraso de 16 segundos. Cada
espectro de "H se obtuvo con una tnica FID. El enriquecimiento en ’H del agua de la orina se analizé mediante RMN
H como se ha descrito previamente (Yang y col. (1993) Anal. Biochem. 212 p277 — 282). Todos los espectros de
RMN se analizaron utilizando una rutina de ajuste de la curva suministrada con el programa NUTS de analisis
espectral de RMN para PC (Acorn NMR Inc., Fremont CA).

1.2.4 Célculo del enriquecimiento posicional en H del glutamato

[0055] Dado el enriquecimiento conocido en ’H del patrén de DMSO (0,505 %) y asumiendo los mismos
equivalentes proténicos para el DMSO y el glutamato (la sefal 'H o ?H del DMSO representa 6 protones
equivalentes o atomos de deuterio por molécula), el enriquecimiento en ’H de cualquier sefal del glutamato es
simplemente el enriquecimiento del DMSO multiplicado por la relacion de las intensidades de la sefal de *H del
DMSO y eI glutamato. En el caso de la posicidon 2 del glutamato (G2), el enriquecimiento seria igual a 0,505 x H
sefialgz / *H sefialpwso. Para considerar cantidades distintas de moléculas de DMSO y glutamato presentes en la
muestra, esta expresion se muItlpllca por las cantidades relatlvas de DMSO y glutamato, obtenidas a partir de la
relacion de las sefiales de RMN 'H del DMSO y del glutamato ('H sefialouso / 'H sefialgz). Por tanto, el porcentaje de
enriquecimiento del hidrégeno 2 en el glutamato se calculé a partir de la siguiente ecuacion.

Enriquecimiento del G2 ( %) = 0,505 x (*H sefialez / °H sefalomso) * ('H sefialouso / 'H sefialsy)

[0056] Los enriquecimientos posicionales en H de las posiciones del hidrogeno 3 proquiral que se pueden
resolver se cuantificaron de la misma manera. El par de hidrégenos de la posicién 4 del glutamato (G4) son
magnéticamente equivalentes puesto que la sefial del deuterio G4 representa el enriquecimiento en ’H total en estos
dos sitios y el enriquecimiento medio por hidrégeno en posicion 4 esta representado por una mitad de la intensidad
de la sefal G4 de la manera siguiente:

Enriquecimiento del G4 ( %) = 0,505 x 0,5 x (2H sefialgs / °H sefialpmso) * (1H sefialpwso / 'H sefialgs)
1.3 RESULTADOS
1.3.1 Andlisis de RMN ?H de la PAGN en orina

[0057] Se recuperd el glutamato a partir de fenilacetilglutamina en orina en cantidades que abarcan entre 170
y 500 ymol. Para la espectroscopia de RMN H se obtuvieron las anchuras de linea optimas de la sefial con
cantidades de glutamato de 300 umol o inferior (concentracion de ~ 0,5 M para nuestros volimenes de muestra). No
habia niveles detectables de fenilbutirilglutamina en las muestras tal y como se determina con el analisis de RMN 'H
de fracciones de orina concentradas.

[0058] Después de desallnlzar hidrélisis acida y cromatografia de intercambio idnico, la muestra se
caracterizé mediante sefiales de RMN 'H de glutamato y un metabolito desconocido con una resonancia que estaba
adyacente al hidréogeno 2 del glutamato (marcado con X en la Figura 2). Para la espectroscopia de RMN H, se
obtuvieron las anchuras de linea 6ptimas de la sefal del 2H (~ 3 Hz) y la dispersiéon disolviendo directamente el
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glutamato eluido procedente de la columna final de intercambio catidnico (esencialmente mono-amonio de
glutamato) en agua y adquiriendo el espectro a 60 °C. En estas condiciones, se resuelven las sefiales del hidrégeno
3R y 3S, permitiendo el enriquecimiento en ’H en cada posicion proquwal a determinar. Para comprobar que el
procedimiento de hidrdlisis no alteraba los niveles de enriquecimiento en H de los hidrogenos del glutamilo, se
hidrolizaron una serie de patrones de glutamina enriquecidos con [2,3,3,4,4- Hs]glutamlna y el qutamato resultante
se purific6 mediante cromatografla de intercambio catiénico y se analiz6 mediante RMN H y ’H. Las relaciones
medias de la sefial de H (en relaciéon a un valor arbitrario para el hidrogeno 2 de 100) fueron de 100 = 3,3
(hidrégeno 3R), 112 £ 2,8 (hidrégeno 3S) y 188 + 2,3 (hidrogeno 4), todas dentro del ~ 10 % de la relacion tedrica 1:
1: 1: 2. Ademas, las estimaciones del enriquecimiento en H para el hidrégeno 2 obtenido mediante RMN
presentaban una correlacion excelente con los valores del enriquecimiento real como se muestra en la Figura 3. El
enriquecimiento de las otras posiciones también estaban bien correlamonadas con la linea de identidad (hldrogeno
3R;y=1,03x + 0,01, R? = 0,97; hidrégeno 3S; y = 0,98x - 0,02, R? = 0,93 e hidrégeno 4; y = 1,13x - 0,01, R? = 0,96).

[0059] Estos datos demuestran que:

1) la distribucion del enriquecimiento posicional en ’H entre los hidrégenos alifaticos de la glutamina se conserva
después de la purificacién e hidrolisis, y

2) %-I procedimiento de RMN proporciona una medida exacta y precisa de los valores absolutos del enriquecimiento
en “H.

[0060] La Figura 3 muestra los espectros de RMN H y ’H de glutamato preparado a partir de PAGN obtenido
de un sujeto humano sano que previamente habia ingerido ’H,0 y acido fenilbutirico. La regién de 1,5 — 4,0 ppm del
espectro que caracteriza a las sefales del glutamato presentaba una resonancia unlca adicional a 3,4 ppm
procedente de un compuesto desconocido. La presencia de ambas senales de RMN H y %H indica que este sitio
estaba ennquemdo con ?H, consistente con un metabolito que hubiese experlmentado intercambio con agua corporal
enriquecida en H y co-purificada con PAGN y glutamato. Las senales H del glutamato derivadas de la PAGN no
presentaban una distribucion homogénea del ennquecnmlento en %H, lo que refleja la especificidad de las reacciones
de intercambio que median en la transferencia de ’H desde agua libre a las diversas posiciones de los hidrégenos
del esqueleto de glutamilo. Los enriquecimientos fraccionales en ’H estimados de cada sitio, mostrados en la Tabla
2, indican que el hidrégeno en posicién 2 presentaba los niveles de enriquecimiento mas elevados, seguidos por los
hidrogenos en los sitios 3R y 3S, con los valores de enriquecimiento mas bajos encontrados en los hidrégenos en
posicion 4. El intervalo de enriquecimientos era sustancialmente inferior al del agua corporal, lo que indica que una
fraccion significativa de las moléculas de glutamina hepatica no habian experimentado intercambio con el agua
corporal marcada con H y por tanto no se podian haber originado mediante el ciclo de Krebs, sino que procedian de
un reservorio de glutamina metabdlicamente inerte.

Tabla 1: Enriquecimiento posicional en %H del glutamato obtenido a partir de fenilacetilglutamina en orina para cuatro
sujetos sanos mantenidos en ayunas durante toda la noche a los que se les habia administrado 2H,O y fenilbutirato

durante un ayuno nocturno. También se muestra el enriquecimiento en ?H del agua corporal.
Enriquecimiento en el Enriquecimiento en el Enriquecimiento en el Enriquecimiento enel Agua
Sujeto  hidrégeno 2 de la hidrégeno 3S de la hidrégeno 3R de la hidrégeno 4 de la corporal
PAGN (%) PAGN (%) PAGN (%) PAGN (%) (%)
1 0,25 0,20 0,21 0,14 0,47
2 0,44 0,39 0,42 0,25 0,67
3 0,35 0,25 0,25 0,16 0,51
4 0,35 0,27 0,27 0,17 0,57
5 0,32 0,23 0,23 0,16 0,40
6 0,30 0,26 0,24 0,18 0,42
7 0,32 0,30 0,29 0,19 0,41
8 0,28 0,23 0,23 0,15 0,44
Media 0,33* 0,27 0,27 0,17 0,49
DEM 0,02 0,02 0,02 0,01 0,03

* Significativamente superiores a los enriquecimientos H3S y H3R (p < 0,05, prueba t de Student apareada)

Tabla 2: Fuentes de glutamina hepatica procedentes del f|UJO cataplerético del ciclo de Krebs y de la protedlisis
estimadas a partir de los enriquecimientos fraccionales en ’H en las posiciones 2 y 3R,S en relacion a la del agua
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corporal. También se muestra la fraccion de aminoacidos proteoliticos que participaron en el intercambio con la
transaminasa antes de la conversion a glutamina. Por definicion, las moléculas de glutamina procedentes del ciclo
de Krebs presentaran la incorporacion completa de deuterio procedente del agua corporal en posicidén 2 (es decir,
equivalente a un intercambio del 100 %).

Fuentes de carbono de la glutamina Intercambio a través de la transaminasa

ID Ciclo de Krebs Proteodlisis  Fuentes del ciclo de Krebs Fuentes proteoliticas

1 44 56 100 17

2 60 40 100 17

3 49 51 100 38

4 47 53 100 27

5 58 43 100 53

6 60 40 100 29

7 72 28 100 22

8 52 48 100 24
Media 55 45 100 28
DEM 3 3 4
1.4 DISCUSION

1.4.1 Consideraciones analiticas

[0061] Los inventores han demostrado que el enriquecimiento posicional en ’H de la glutamina hepatica
humana a partir de agua corporal enriquecida en *H se puede medir mediante RMN ?H siguiendo un procedimiento
de purificacion relativamente simple.

[0062] En principio, el anadlisis se puede aplicar directamente a PAGN puesto que esta molécula presenta
desplazamientos quimicos bien resueltos para los hidrégenos del esqueleto de glutamilo. En la practica, a los
inventores les resulté dificil purificar la PAGN con un grado suficiente para evitar la contaminacion con otros
metabolitos de la orina mediante procedimientos de SPE simples. Ademas, una porcion de la PAGN puede sufrir
isomerizacion para formar fenilacetilisoglutamina durante el secado de la muestra lo que da como resultado una
mezcla de dos componentes y la dispersion de las sefiales de RMN. Por ultimo, con la utilizacion de acido
fenilbutirico como agente para la biopsia del metabolito, siempre existe la posibilidad de que se pudiera producir
fenilbutirilglutamina ademas de PAGN, potencialmente incrementando de nuevo la complejidad del espectro de
RMN. La hidrélisis de PAGN (o fenilbutirilglutamina) purificada por SPE seguido del aislamiento del producto
glutamato mediante intercambio cationico reduce enormemente las contribuciones de fondo de otros metabolitos de
la orina y genera un uUnico analito con un buen rendimiento. Ademas, el glutamato recuperado se puede analizar
directamente mediante RMN en forma de disolucién acuosa sin necesidad de ajuste del pH u otras manipulaciones
aparte de la adicion de un patrén interno.

1.4.2 Fuentes intrahepéticas frente a fuentes extrahepaticas de la PAGN

[0063] La glutamina que se recluta para la sintesis de la PAGN puede tener su origen tanto en fuentes
hepaticas como en fuentes extrahepaticas. Existen evidencias de que el reservorio de glutamina hepatica recibe una
contribucion significativa de fuentes periféricas y se intercambia relativamente bien con Ia glutamina plasmatica. Los
marcadores metabolizados profusamente por el musculo esquelético, tales como el [2 C]acetato se recuperan en
la glutamina obtenida de muestras del higado. Con los marcadores metabolizados preferentemente por el ciclo de
Krebs hepatico tales como el [U 3C]proplonato y el [3- 4C]Iactato el enriquecimiento en ¥Cdela glutamina hepatica
o la actividad especifica del "“C es sustancialmente inferior a la de otros productos anapleréticos tales como la
glucosa-6-fosfato. Esto es consistente con la dilucién de la glutamina marcada procedente del ciclo de Krebs
hepatico por glutamina sin marcar procedente de fuentes periféricas.

1.4.3 Enriquecimiento en ?H de la glutamina a partir de 2H,0

[0064] La F|29ura 1 muestra las etapas metabollcas que estan involucradas en la transferencia del
enriquecimiento en “H desde el agua corporal enriquecida en ?H a los cinco hidrégenos alifaticos de la glutamina. El
enriquecimiento del hidrogeno 2 se consigue con la conversion del a-cetoglutarato en glutamato. Esto puede estar
catalizado mediante la glutamato deshidrogenasa, o alternativamente, cualquier transaminasa que utilice a-
cetoglutarato como receptor de amina tal como alanina aminotransferasa o aspartato aminotransferasa. En todos los
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casos, se asume que la incorporacion de agua corporal en posicion 2 es cuantitativa puesto que existe un
intercambio esencialmente total entre el precursor de hidrégeno NADH vy el del agua libre (en el caso de la glutamato
deshidrogenasa) y los compuestos intermedios piridoxal aldimina / ketimina y el agua libre (en el caso de las
transaminasas). Como consecuencia, se puede asumir que el nivel de enriquecimiento en ’Hen posicion 2 refleja las
moléculas glutamina originadas a partir de a-cetoglutarato y a partir de moléculas de glutamato que hayan
participado en el intercambio de glutamato-a-cetoglutarato.

[0065] Para enriquecer una molécula de glutamina en los hidrogenos en posicion 3, su esqueleto carbonado
se tiene que haber originado a partir de a-cetoglutarato generado a partir de citrato mediante el ciclo de Krebs o
mediante la aconitasa citosdlica y la isocitrato deshidrogenasa. El hidrégeno 3R se incorpora durante la conversion
de citrato en isocitrato, catalizada por la aconitasa. El hidrégeno 3S se incorpora después de la conversion de
isocitrato en a-cetoglutarato mediante la adicién de protones al compuesto intermedio transitorio oxalosuccinato.
Durante una vuelta completa del ciclo de Krebs, ambos sitios se enriquecen con agua corporal dando como
resultado el enriquecimiento equivalente de las posiciones 3R y 3S. Cuando en el citosol estan presentes las
actividades aconitasa e isocitrato deshidrogenasa y, en principio, se podria producir el enriquecimiento de estos
sitios independientemente del metabolismo mitocondrial, el rapido equilibrio de los reservorios de metabolitos
citosolicos y mitocondriales a través del transporte de citrato y de las lanzaderas malato-aspartato aseguran que los
reservorios de a-cetoglutarato citosélico y mitocondrial se enriquezcan de manera equivalente a partir de agua
corporal 2H en condiciones estacionarias.

[0066] El carbono en posicion 4 de una fraccion glutamilo procedente del ciclo de Krebs se origina a partir del
carbono metilico del acetil-CoA. Se ha demostrado que los hidrogenos metilicos del acetil-CoA se intercambian
parcialmente con los del agua corporal, como se observa por la pérdida parcial de deuterio siguiendo el metabolismo
del [2-130, 2-2H3]acetato en glutamato y glutamina. Ademas, los precursores de los hidrégenos metilicos del acetil-
CoA tales como los hidrégenos metilicos del piruvato también se intercambian de manera profusa con los del agua
corporal. No obstante, a diferencia de las reacciones de la aconitasa y la isocitrato deshidrogenasa, la incorporacion
de hidrégenos de agua corporal en el sitio metilo del acetil-CoA no es obligatoria.

1.4.4 Niveles de enriquecimiento en ’H en la PAGN y fuentes de esqueletos carbonados de glutamilo

[0067] En el contexto del enriquecimiento a partir de agua corporal enriquecida en ’H, se puede considerar
que la fraccion glutamilo de la PAGN procede de tres fuentes distintas. Estas incluyen:

1) la liberacion directa de glutamina a partir de la degradacion de proteinas;

2) aminacion del glutamato producido por la degradacion de proteinas (glutamato que se libera directamente
ademas del glutamato producido en el catabolismo de la histidina, prolina y asparagina); y

3) aminacion de una molécula de glutamato procedente del ciclo de Krebs mediante cataplerosis.

[0068] Los esqueletos carbonados de la glutamina procedentes del ciclo de Krebs estaran enriquecidos tanto
en hidrégenos 3R como 3S, mientras que los derivados de la degradacion de proteinas, ya sea en forma de
glutamina o glutamato, no estaran enriquecidos en estos sitios. Por tanto, el enriquecimiento de glutamina 3R o 3S
en relacion a la del agua corporal es equivalente a la fraccidon de glutamina procedente del ciclo de Krebs. En la
medida en que la glutamina o el glutamato derivados de las proteinas experimenten un intercambio con el a-
cetoglutarato del ciclo de Krebs, enriqueciéndose asi en posicién 3, la fraccion de glutamina procedente del ciclo de
Krebs se sobrestimara y, en consecuencia, se subestimara la fraccion procedente de la degradacién de proteinas.
En este estudio, el enriquecimiento de los sitios 3R,S en relacion al enriquecimiento del agua corporal fue del ~ 55
%, lo que indica que la mitad de las fracciones de glutamilo de la PAGN procedian de fuentes catapleréticas y la otra
mitad de la degradacién de proteinas. En un estudio de Kuhn y col. (1999) Am J. Clin. Nutr. 70 p 484 — 489) se
valord la tasa de aparicion de glutamina proteolitica midiendo la renovacién total de proteinas mediante la [1-
13C]Ieucina y multiplicando esto por la fraccion de restos de glutamina en la proteina. Esta tasa representaba el ~ 14
% de la R, de la glutamina de todo el cuerpo, lo que indica que la protedlisis supone el 14 % y la sintesis de novo
supone el 86 % de la Ra de la glutamina. En este analisis, la sintesis de novo incluye la glutamina sintetizada a partir
de glutamato catapleroético y proteolitico. Puesto que la fraccion de restos glutamato en la proteina es ~ 4 veces la
de la glutamina, la liberacion de un equivalente de glutamina mediante protedlisis esta acompafiada por cuatro de
glutamato. Si este glutamato se convirtiese cuantitativamente en glutamina, supondria el ~ 56 % de la R, de la
glutamina. Por tanto, la maxima contribucion de esqueletos carbonados proteoliticos (glutamina + glutamato) a la R,
de la glutamina seria del ~ 70 %. La contribucion del 45 % de estas fuentes a la PAGN determinada a partir de la
medicion de la relaciéon de hidrégeno 3 / enriquecimiento en H del agua corporal puede reflejar la utilizacion de
glutamato proteolitico a través de otras vias, y / o el intercambio parcial de glutamato proteolitico con metabolitos del
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ciclo de Krebs.

[0069] El enriquecimiento de la glutamina en posicién 2 tiene su origen durante la conversiéon de a-
cetoglutarato en glutamato y se puede catalizar mediante la glutamato deshidrogenasa y diversas transaminasas
que acoplan el glutamato / a-cetoglutarato con otros aminoacidos y sus equivalentes cetoacidos. Por tanto, las
moléculas de glutamina cuyos esqueletos carbonados proceden del ciclo de Krebs estaran enriquecidas en esta
posicion, asi como en posicion 3. La observacion por parte de los inventores de que el enriquecimiento de la
posicion 2 era significativamente superior que la de la posicion 3 se explica mejor por la participacion de glutamato
sin marcar en el intercambio con las transaminasas antes de ser convertido en glutamina. Ademas, este intercambio
debe haber involucrado reservorios de a-cetoacidos que se encontraban aislados de los metabolitos del ciclo de
Krebs, ya que de otra forma no habria enriquecimiento selectivo de la posicién 2. Por tanto, los inventores creen que
los reservorios de a-cetoacidos cataliticos asociados a las transaminasas citosdlicas podrian proporcionar la
oportunidad de un intercambio rapido de glutamato / a-cetoglutarato sin mezclarse con moléculas de a-cetoglutarato
procedentes del ciclo de Krebs. A partir de la diferencia en el enriquecimiento entre las posiciones 2 y 3 de la
glutamina hepatica, se estima que el 23 % de los precursores de aminoacidos proteoliticos participaron en el
intercambio con las transaminasas antes de la conversién en glutamina. Dado que el hidrégeno 2 se enriquece
independientemente del flujo cataplerodtico del ciclo de Krebs, su enriquecimiento sobrestimara la fraccion de
glutamato procedente de la cataplerosis.

1.4.5 Enriquecimiento de acetil-CoA a partir de agua corporal enriquecida en H

[0070] El carbono 4 del glutamato y su par de hidroégenos proceden del carbono metilico y los hidrogenos del
acetil-CoA, un producto habitual de la oxidacidon del piruvato y acidos grasos. La incorporacion de acetil-CoA al
citrato a través de la citrato sintasa esta acompafada por la pérdida de uno de los hidrégenos metilicos. Los dos
hidrégenos restantes unidos al carbono no participan en ninguna de las reacciones que transforman el citrato en
glutamina. En la medida en que estos hidrégenos no se intercambien con los del agua corporal durante la
conversion del citrato en a-cetoglutarato y glutamato, el enriquecimiento de la posicién 4 refleja el enriquecimiento de
las moléculas de acetil-CoA que entran en el ciclo de Krebs. El grado de enriquecimiento del acetil-CoA se puede
determinar comparando los enriquecimientos relativos de la posicién 4 y la posicion 3, puesto que por cada molécula
de a-cetoglutarato que procede del ciclo de Krebs, los hidrégenos en posicion 3 se intercambian completamente con
los del agua corporal. A partir de los niveles de enriquecimiento posicional de la PAGN presentados en la tabla 1, la
relacion media de los enriquecimientos en ’H de la posicion 4 a la posicion 3 fue de 0,66, lo que indica que el
intercambio entre los hidrégenos metilicos del acetil-CoA que se introducen en el ciclo de Krebs y el agua corporal
se completd en un 66 %. Este valor puede reflejar una contribucion ponderada del acetil-CoA a partir del piruvato,
mediante la piruvato deshidrogenasa, y a partir de fuentes acilo que incluyen B-oxidacién. Los hidrégenos metilicos
del acetil-CoA procedentes del piruvato se espera que se intercambien de manera cuantitativa con los del agua
como resultado de la actividad alanina aminotransferasa. Para el acetil-CoA procedente de la B-oxidacion de acidos
grasos, se desconoce el grado de enriquecimiento en hidrégenos metilicos procedentes del agua corporal
enriquecida en H, pero es probable que sea inferior al del piruvato. La secuencia de (- OX|daC|on supone la
incorporacion de 2 hidrégenos del agua por molécula de acetil-CoA liberada (hidratacién de trans- A?-enoil-CoA por la
S-3-hidroxiacil-CoA hidrolasa y escision del acetil-CoA del 3-cetoacil-CoA por la 3-cetotiolasa), dando un valor de
enriquecimiento tedrico del 66 % del enriquecimiento del agua corporal. Los intercambios a través del tautomerismo
ceto-endlico de los compuestos intermedios de la B-oxidacion pueden contribuir a un enriquecimiento adicional. En
ayunas, la B-oxidacion supone la mayoria de produccion de acetil-CoA en el higado y también en la mayoria de los
tejidos periféricos, incluyendo el musculo esquelético. Debido a esto, es probable que la mayoria de los hidrégenos
en posicion 4 de la PAGN originados en la 3-oxidacion con la oxidacién de piruvato supongan una fracciéon minima.

1.4.6 Produccién de glutamina en todo el cuerpo y gluconeogénesis hepéatica

[0071] Para sujetos en estado post-absortivo sanos, la R, de la glutamina es de 4,5 — 6,0 ymol / kg / min. En
comparacion, el flujo gluconeogénico es de ~ 5,0 ymol / kg / min (10 pmol / kg / min de equivalentes de triosa-P) del
cual el 90 %, o ~ 9 mol / kg / min, se obtiene mediante las vias anapleréticas del ciclo de Krebs. Por lo tanto,
potencialmente la glutamina podria proporcionar hasta 2 / 3 de carbonos anaplerdéticos para la gluconeogénesis. En
sujetos sanos infundidos con glutamina enriquecida en 3C, se estima que la contribucion de la glutamina a la
produccién de glucosa enddgena fue del 8 % después de 18 horas de ayuno incrementandose hasta el 16 %
después de 42 horas de ayuno. En la medida en que el marcador del "°C se diluya como resultado de los
intercambios a nivel del ciclo de Krebs hepatico y los reservorios de aminoacidos, es probable que estos valores
subestimen la contribucién real de la glutamina a la gluconeogénesis. La R, de la glutamina se incrementa
significativamente en varios tipos de enfermedades criticas. En sujetos infectados con el VIH, el deterioro muscular
esta asociado a un incremento del ~ 50 % en la Ra de la glutamina. Durante la sepsis, se produce un aumento del
efluvio de glutamina desde el musculo esquelético que esta asociado a una pérdida neta de proteinas. Las
enfermedades criticas también se caracterizan por hiperglicemia y una actividad gluconeogénica incrementada. En
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pacientes con cancer de pulmén que experimentan una pérdida de masa corporal magra, tanto la producciéon de
glucosa enddégena como la gluconeogénesis a partir de alanina se encontraban significativamente elevadas en
comparacién con pacientes con cancer de pulmén que tenian un peso estable. Los sujetos resistentes a insulina que
no tienen una enfermedad critica también pueden presentar una disponibilidad de aminoacidos incrementada para la
gluconeogénesis debido a una estimulacion de la sintesis de proteinas afectada por la insulina.

1.4.7 Observaciones finales

[0072] Estos estudios demuestran que los procedimientos del primer aspecto de la invencion se pueden
aprovechar para proporcionar informacion util relativa a los origenes de la glutamina y el glutamato en sujetos sanos
o en estado patolégico.

[0073] Los datos destacan el importante papel de los aminoacidos gluconeogénicos procedentes de tejidos
periféricos sobre el metabolismo de la glucosa hepatica en un espectro de dolencias patoldgicas.

[0074] En conclusion, los procedimientos de la invencién presentan un procedimiento simple y no invasivo
para resolver las contribuciones de las actividades metabdlicas y proteolltlcas en todo el cuerpo al suministro de
esqueletos carbonados de la glutamina hepatica basados en la ingestiéon de ’H,0 y fenilbutirato seguido del analisis
de la PAGN en orina. Este analisis permite una mejor definicién del papel del metabolismo de los compuestos
intermedios periféricos y la sintesis / degradacién de proteinas sobre las fuentes de los carbonos de la glutamina
hepatica. La recuperacion de PAGN vy el analisis se puede integrar con las mediciones de ’H,0 de gluconeogénesis
hepatica. Por tanto, los procedimientos de la invencién permiten que se pueda explorar la relacion entre las fuentes
de glutamina hepatica y la actividad gluconeogénica en una variedad de configuraciones fisiologicas y
patofisioldgicas.

EJEMPLO 2

[0075] Los inventores realizaron experimentos adicionales para demostrar la utilidad de los procedimientos
de la invencién.

[0076] Se aprovecharon los procedimientos empleados en el Ejemplo 1, a menos que se especifique lo
contrario.
[0077] La glutamina procedente de tejidos periféricos es un sustrato eficaz para la gluconeogénesis hepatica.

La glutamina se puede liberar durante la fase proteolitica de la renovaciéon de proteinas o se puede originar en el
ciclo de Krebs mediante cataplerosis (Figura 4). En la medida en que los estados patofisiologicos, tales como la
resistencia a la insulina, modifican la cinética de proteinas en todo el cuerpo, la disponibilidad de glutamina
procedente de la protedlisis puede estar alterada. Asimismo, cambios en el flujo cataplerético de los tejidos
periféricos también pueden influir en la disponibilidad de la glutamina para la gluconeogénesis hepatica. La
disponibilidad de la glutamina en todo el cuerpo se puede determinar mediante mediciones con dilucién de is6topos,
pero este procedimiento no resuelve las contribuciones catapleréticas y proteoliticas.

[0078] Los inventores resolvieron Ias contribuciones cataplerotlcas y proteoliticas a la glutamina hepatica
mediante el analisis del enriquecimiento en ’H de la glutamina a partir de ?H,0. La glutamina procedente del ciclo de
Krebs esta enriquecida en los hidrégenos en posicion 3 (H3) mientras que la glutamina obtenida mediante
protedlisis, o sintetizada a partir de glutamato obtenido proteoliticamente, no estd enriquecida en estos sitios. Por
tanto, la fraccion de glutamina hepatica procedente de fuentes catapleréticas es igual a H3 dividido por el
enriquecimiento del agua corporal (AC). La glutamina hepética se puede obtener de forma no invasiva como
fenilacetilglutamina (PAGN) en orina mediante la ingestion de acido fenilbutirico.

[0079] Cuatro sujetos sanos ingirieron ?H,0 al 0,56 + 0,08 % de AC durante la noche en ayunas. A las 06:00
h, tomaron 300 mg de acido fenilbutirico en una capsula de gelatina. Se recogié la orina entre las 08:00 — 10:00 y el
AC se sometié a ensayo directamente mediante RMN ’H. La PAGN en orina se purificdé mediante extraccion en fase
sélida, se hidrolizé en glutamato, y se analizé mediante RMN ’H para obtener los valores de enriquecimiento en H3
(como se ha descrito previamente). El porcentaje de glutamina hepatica procedente de la cataplerosis se estimé
como 100 x (H3 / AC), siendo el resto la contribucion proteolitica. Los datos se presentan como media + D.E.

[0080] A partir del espectro RMN ’H del glutamato, se estimé que H3 era el 0,29 + 0,09 %. A partir de la
relacion H3 / AC, la contribucién cataplerdtica a la glutamina hepatica fue del 51 + 9 % con fuentes proteoliticas que
contribuyen en un 49 + 9 %. Por lo tanto, en sujetos sanos mantenidos en ayunas durante toda la noche, las fuentes
cataplerdticas y proteoliticas contribuyen de la misma manera al reservorio de glutamina hepatica.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para distinguir entre la glutamina formada por cataplerosis o protedlisis en un sujeto,
que comprende someter a ensayo una muestra corporal del sujeto para glutamina deuterada

en donde la muestra corporal procede de un sujeto al que se le ha administrado agua deuterada (ZHQO) y que ha
sido tratado con un agente que promueve la excrecion de glutamina del sujeto; y

en donde las contnbucnones cataplerdticas y proteoliticas a la formacién de glutamina se cuantifican analizando el
enriguecimiento en ’Hdela glutamina, indicando asi las proporciones de glutamina en la muestra corporal formada a
partir de la cataplerosis y de la protedlisis.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en donde el sujeto es un ser humano.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2 en donde la muestra corporal es una muestra de orina.
4._ El procedimiento segun la reivindicacion 3, en donde el agente promueve la excrecién de glutamina en
orina.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 4, en donde el agente incluye una fraccion fenilacetilo.

6. El procedimiento segun la reivindicacion 5, en donde el agente es uno comprendido entre: aspartamo,

fenilacetato sédico o fenilbutirato sodico.

7. El procedimiento segun las reivindicaciones 4 0 5 en donde el agente y la glutamina se combinan para
formar una fenilacetilglutamina (PAGN).

8. El procedimiento segun la reivindicacién 7, en donde la muestra de orina se procesa adicionalmente
para liberar glutamina o glutamato.

9. El procedimiento segun una cualquiera de las re|V|nd|caC|ones precedentes en donde la muestra se
somete a ensayo llevando a cabo resonancia magnética nuclear de H para identificar la glutamina deuterada o uno
de sus derivados deuterados.

10. El uso de un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 — 9 para evaluar el estado
de salud de un sujeto.

11. El uso segun la reivindicacion 10, en donde el sujeto es sospechoso de padecer una enfermedad
critica que esta al menos parcialmente caracterizada por una protedlisis incrementada.

12. El uso segun la reivindicacion 10, donde el sujeto presenta, o es sospechoso de desarrollar, deterioro
muscular.
13. El uso segun la reivindicacion 10, en donde el sujeto es sospechoso de padecer una enfermedad

critica que esta al menos parcialmente caracterizada por una cataplerosis anormal.

14. Un procedimiento de seleccion de un compuesto para establecer si el compuesto es proteolitico o
anabdlico que comprende someter a ensayo una muestra corporal procedente de un sujeto para glutamina
deuterada;

en donde la muestra corporal procede de un sujeto al que se le ha administrado agua deuterada (2H20), ha sido
tratado con un agente que promueve la excrecion de glutamina del sujeto, y ha sido tratado con el compuesto; y

en donde, cuando se compara con un control, un incremento en la proporcién de glutamina deuterada indica que el
compuesto es anabdlico o reduce la protedlisis y una reduccién en la proporcién de glutamina deuterada indica que
el compuesto promueve la protedlisis.

15. El procedimiento segun la reivindicacion 14, en donde el compuesto es un candidato a producto
farmacéutico.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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