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DESCRIPCION

Métodos para el diagnéstico, control y profilaxis de la inflamacién y mitigacién de condiciones inflamatorias en los
caninos.

Campo de la invencion

La descripcion se refiere a métodos de diagnéstico, control y profilaxis de la inflamacion y la mitigacion de las
condiciones inflamatorias, particularmente la artritis y el dolor en las articulaciones, en los caninos, que comprenden
la medicién de biomarcadores inflamatorios, en donde los niveles elevados de los biomarcadores en la sangre se
correlacionan con la inflamacion reducida y los niveles en sangre reducidos se correlacionan con un aumento de los
niveles en los tejidos. La descripcion provee ademas un método para tratar o controlar la inflamacién que
comprende, administrar una dieta que comprende un aumento de los niveles de uno o mas de DHA, EPA, vitamina
C, vitamina E, y/o L-carnitina. El alcance de la proteccién se define por las reivindicaciones.

Antecedentes de la invenciéon

La enfermedad degenerativa de las articulaciones, mas a menudo asociada con la osteoartritis, es una de las
enfermedades musculoesqueléticas mas comunes en los caninos. Bioquimicamente, la osteoartritis es la pérdida del
equilibrio entre la sintesis y la degradacion del cartilago articular que se encuentra en las articulaciones sinoviales.
Esta puede incluir la inflamacién que a menudo involucra la membrana sinovial. El ciclo de la inflamacién conduce a
una mayor degradacién de la superficie articular que provoca dolor y cojera. La artritis es la causa mas comun de
cojera en los caninos y se ha reportado que la incidencia afecta al 20% de los caninos mayores de 1 afio. La artritis
puede ocurrir como resultado de una carga anormal, trauma, infeccién/inflamacion y rupturas del ligamento cruzado.
Los factores de predisposicion incluyen la edad, la raza, el tamafio, la obesidad y la genética. La comprension de
cémo la expresion de genes relacionados con el metabolismo del cartilago se altera en la artritis canina puede
proveer informacion (til para el tratamiento y/o ayuda en el manejo de condiciones artriticas.

La osteoartritis es una enfermedad crénica degenerativa de las articulaciones, que es causada por la inflamacion
progresiva y el deterioro del cartilago, hueso y tejido blando de una o mas articulaciones. La artritis reumatoide es
una enfermedad autoinmune que causa inflamaciéon y dafio en las articulaciones. Ambas son condiciones
inflamatorias crénicas. Debido a que el dafio en las articulaciones es progresivo y principalmente irreversible, es
deseable identificar y abordar el proceso inflamatorio de forma proactiva. Desafortunadamente, se ha demostrado
que es dificil correlacionar la expresion de biomarcadores en la sangre con la expresion en el tejido, lo que hace
dificil el diagndstico antes de que la enfermedad conduzca a dolor severo y dafio tisular irreversible.

Resumen de la invencién

Sorprendentemente, en los caninos, vemos una correlacion inversa entre la expresion de muchos biomarcadores
inflamatorios en sangre en comparacion con el tejido. Los niveles en sangre de los biomarcadores son mayores
cuando se reducen los niveles de tejido y la inflamacién asociada. Esta correlacion inversa es inesperada y provee
una forma novedosa para evaluar la presencia de inflamacién en una etapa temprana.

Asi, la descripcién provee en un primer ejemplo un método de deteccion de una condicién inflamatoria en un canino,
gue comprende medir los niveles sanguineos de uno o mas biomarcadores inflamatorios, en donde el aumento de
expresion en sangre se correlaciona con la curacién y la inflamacion reducida en el tejido.

En un ejemplo adicional, la descripciéon provee un método de control y/o de profilaxis de la inflamacién, o mitigacion
de las condiciones inflamatorias, particularmente la artritis y dolor en las articulaciones, en un canino, que
comprende la identificacion de la condicion mediante la medicién de niveles mas bajos de los marcadores
inflamatorios en la sangre, y la administracion de una dieta que comprende aumento de los niveles de uno o mas de
DHA, EPA, vitamina C, vitamina e, y/o L-carnitina, por ejemplo, por un periodo de al menos dos semanas.

Descripcion detallada de la invencion

La dieta para uso en los métodos del presente documento incluye, por ejemplo, una dieta canina que comprende
niveles incrementados de uno o mas de DHA, EPA, vitamina C, vitamina E, y/o L-carnitina, por ejemplo, que
comprende DHA + EPA 0.25-5% en una base de peso seco, por ejemplo una dieta que comprende, sobre una base
de peso en seco:

DHA + EPA: 0.5 - 2.5%,

Vitamina C: 75-1000 mg/kg
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Vitamina E: 250 -1000 mg/kg
L-carnitina: 100-1000 mg/kg

Por ejemplo, una dieta que tiene aproximadamente la composicién nutricional de la dieta de ensayo del Ejemplo 1,
que tiene los ingredientes en las cantidades aproximadas identificadas en la Tabla 1, +/- 10% sobre una base de
peso seco.

Los biomarcadores de inflamacion que se incrementan en la sangre cuando se reduce en el tejido incluyen, por
ejemplo, uno o méas biomarcadores seleccionados a partir de: IL-6, ADAMTS-4, IFNG, HAS2, BGN, SOX-9,
ADAMTS-5, MMP3, ACP5, IL1A, TNC, HAS3, COMP, IGF-1, GHR, Xaa-Pro peptidasa, RANKL, SMAD7, PGE2,
TLR9, PLOD1 y SCL2A9.

Ejemplo 1 - Efecto de la dieta sobre los biomarcadore s inflamatorios en caninos artriticos

Se realiz6 un estudio para evaluar el efecto de una dieta de ensayo sobre los seleccionados genes relacionados con
la artritis en sangre total, cuando se alimenta a los caninos con osteoartritis (OA). Se incluyeron en el estudio treinta
y un beagles (peso inicial, 13.5 + 1.27 kg, edad, 11.0 + 2.23 afios) con cojera y cambios radiograficos compatibles
con OA en al menos una articulacion. Todos los caninos fueron alimentados con un alimento de mantenimiento de
control durante 28 dias, seguido de una dieta de ensayo que contiene mayores niveles de EPA y DHA, Vitaminas C
y E, y L-carnitina. Se recogieron muestras de sangre total en el Gltimo dia del alimento de control y después de 14
dias de dieta de ensayo. Se observé mejoria en las puntuaciones del examen ortopédico en estos caninos después
de 14 dias en la dieta de ensayo. Después de consumir la formulaciéon de ensayo, durante 14 dias, los caninos con
OA tuvieron una mayor expresion de 22 genes (IL-6, ADAMTS-4, IFNG, HAS2, BGN, SOX-9, ADAMTS-5, MMP3,
ACP5, IL1A, TNC, HAS3, COMP, IGF-1, GHR, Xaa-Pro peptidasa, RANKL, SMAD7, PGE2, TLR9, PLOD1 y
SCL2A9) que se demostré previamente que presentaban expresion inhibida en caninos con OA frente a geriatricos
sanos y disminuy6 la expresion de ANXA1 que anteriormente se demostré que presentaban expresion inducida. En
resumen, la formulacién del ensayo de alimentacién para caninos con osteoartritis dio lugar a la reversién de los
patrones de expresion de genes previamente observados en la sangre de caninos artriticos frente a geriatricos
sanos después de 14 dias.

Tabla 1: Componentes nutricionales de la dieta

de ensayo
Nutriente Materia Seca

Proteina (%) 20
Grasa (%) 16
Carbohidratos (%) 51
Fibra cruda (%) 9
Carnitina (mg/kg) 351
Vitamina C (ppm) 225
Vitamina E (ppm) 585
DHA (%) 0.3
EPA (%) 0.5

El estudio utiliza el analisis gendémico para sangre total Nanostring, para identificar los cambios en los genes
seleccionados basandose en la literatura anterior, después de que los caninos con osteoartritis consumieron la dieta
de ensayo.

Para este estudio, se identificaron treinta y un beagles castrados/estériles (peso inicial, 13.5 + 1.27 kg, edad, 11.0 +
2.23 afios), con distintos grados de evidencia radiografica de osteoartritis y una historia de la cojera. Todos los
caninos fueron considerados por lo demas sanos por examen fisico y perfil quimico del suero. Todos los caninos
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fueron vacunados contra el moquillo canino, adenovirus, parvovirus, bordetella, y la rabia, y ninguno tenia
enfermedades sistémicas cronicas sobre la base de los resultados del examen fisico, la determinacion del
hemograma completo, analisis bioquimicos séricos, analisis de orina y examen fecal para parasitos. Los caninos
experimentaron enriquecimiento del comportamiento a través de interacciones con los demas, mediante la
interaccion diaria y tiempo de juego con los cuidadores, oportunidades diarias para correr y hacer ejercicio al aire y
el acceso a los juguetes. Antes de la toma de muestra, todos los caninos fueron alimentados con una comida de
control de mantenimiento basal durante 28 dias. Se extrajo sangre y se recogio en tubos PAXgene y se almacené a
-80 °C, hasta su evaluacién. Los genes para el analisis se seleccionaron basandose en la literatura publicada y los
que tenian de las secuencias disponibles para el canino. Se utilizé tecnologia Nanostring (Analisis de Expresion)
para generar los datos de los 89 genes seleccionados.

Los genes se normalizaron basados en genes que fueron mas estables a través de todas las muestras. Se
consideraron diferentes entre los dos grupos de genes los que tienen una P <0.05 (tras el ajuste de la tasa de
descubrimiento falso de Q = 0.1) y una relaciéon de cambio de al menos 1.25. Los genes de expresion inducida se
muestran como relacion de cambio positivos. Los genes de expresion inhibida se muestran como relaciéon de cambio
negativos.

Tabla 2: Efecto de la dieta de ensayo en la regulacion de genes después de 14 dias

Dia 14/Dia 0
Nombre del Gen Simbolo del Relacion de valor -
Gen Cambio P
Interleucina 6 IL-6 3.2 0.01
ADAM metalopeptidasa con trombospondin tipo 1 motivo 4 ADAMTS-4 29 0.01
Interferon gamma IFN-gamma 3.0 0.01
Acido hialuronico sintasa 2 HAS2 2.7 0.01
Biglycan BGN 2.8 0.01
Region determinante de sexo Y-box 9 SOX-9 2.8 0.01
ADAM metalopeptidasa con trombospondin tipo 1 motivo 5 ADAMTS-5 2.6 0.01
Interleucina 1A IL-1A 1.7 0.01
Oxido nitrico sintasa 2A NOS2A 2.1 0.01
Tenasin C TNC 2.1 0.01
Acido hialurénico sintasa 3 HAS3 1.9 0.01
Proteina de matriz oligomérica del cartilago COMP 1.4 0.01
Factor de crecimiento insulinico tipo 1 IGF-1 1.4 0.01
Grelina GHR 1.8 0.01
Osteonectina SPARC 1.8 0.01
Peptidasa D PEPD 1.3 0.01
Activador del receptor del ligando NF-kappa B RANKL 1.4 0.01
Miembro de la familia SMAD 7 SMAD7 1.3 0.01
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Dia 14/Dia 0
Nombre del Gen Simbolo del Relacion de valor -
Gen Cambio P

Prostaglandina E2 PGE2 15 0.01
Receptor tipo Toll 9 TLR9 1.4 0.01
Plasmin6égeno PLOD1 1.4 0.01
Transportador de glucosa SCL2A9 SCL2A9 1.3 0.01
Anexina Al ANXA1 -1.3 0.01
Fibromodulin FMOD 25 0.01
Proteina tipo proteoglicanos e hialuronano 1 HAPLN1 2.0 0.01
Factor estimulante de colonias de granulocito-macréfago GM-CSF 2.3 0.01
Factor de crecimiento inducido por c-fos (factor de crecimiento FIGF 2.0 0.01
endotelial vascular D)

Aggrecan 1 AGC1 2.1 0.01
Osteoadherina OSAD 1.9 0.01
Metaloproteinasas de matriz 13 MMP-13 2.1 0.01
Factor de necrosis tumoral-alfa TNF-a 1.3 0.01

El analisis de los perfiles de expresién génica de sangre total que utiliza la tecnologia Nanostring encontré
diferencias en 23 de los genes seleccionados entre caninos con osteoartritis y geriatricos normales. La mayoria de
estos genes se expresan en la direccidon opuesta de la que se informd anteriormente en el tejido del cartilago
osteoartritico en los caninos. Sin embargo, después de que los caninos osteoartriticos consumieron la formulacién
de ensayo, el patrén de expresién génica se invirti6 mas bien como los caninos geriatricos sanos. Estos datos
corroboran las respuestas clinicas medidas incluyendo la mejora de las puntuaciones ortopédicas y los

biomarcadores del cartilago.

Los resultados del presente estudio mostraron reversion completa de los genes seleccionados que se encuentran al
ser diferentes en caninos osteoartriticos frente a los geriatricos normales después de consumir la formulacion de
ensayo. Ademas de los cambios en la expresion génica, se observaron mejoras en las puntuaciones ortopédicas y
biomarcadores del cartilago. Estos pueden ser marcadores utiles para demostrar la eficacia de los alimentos

terapéuticos en caninos con OA.
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién de DHA, EPA, Vitamina C, Vitamina E y L-carnitina para su uso en el tratamiento o control de
una condicion inflamatoria en un canino, en donde la combinacién para ser administrada a un canino es una dieta
que consta de una base de peso seco:

proteina: 18 - 22%;

grasa: 14.4 -17.6%;

hidratos de carbono: 45.9 -56.1%;
fibra cruda: 8.1 - 9.9%;
L-carnitina: 315.9 - 386.1 mg/kg;
vitamina C: 202.5 - 247.5 mg/kg;
vitamina E: 526.5 - 643.5 mg/kg;
DHA: 0.27 - 0.33%; y

EPA: 0,45 - 0,55%.

2. La combinacion de la reivindicacion 1, para el uso de la reivindicacion 1, en donde la condicion para ser
controlada o tratada es la osteoartritis.

3. La combinacion de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para su uso como en la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2, en donde la dieta es para ser administrada durante un periodo de al menos dos semanas.
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