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DESCRIPCION
Terapia anapleroética de enfermedad de Huntington y otras enfermedades de poliglutamina
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere al tratamiento y la prevencion de enfermedad de Huntington y otras enfermedades
de poliglutamina.

Estado de la técnica

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa heredada devastadora sin tratamiento
curativo. La EH es el miembro creador de un gran grupo de enfermedades debidas a la acumulacion de
poliglutamina y toxicidad. Hay una necesidad critica de nuevas percepciones en la patofisiologia de esta
enfermedad, ademas de la identificacién de moléculas relevantes para ensayos clinicos.

Varias observaciones han conducido a la hipétesis de que la disfuncién mitocondrial tiene una funciéon en
enfermedades de poliglutamina, y en enfermedad de Huntington en particular. Varias lineas de evidencia indican
metabolismo de la energia anormal, que incluye un reducido metabolismo de la glucosa, elevados niveles de lactato
y alteracion de la actividad del complejo mitocondrial (Di Prospero y Fischbeck 2005, Nat Rev Genet 6(10): 756-65).
Para explicar este metabolismo de la energia anormal, la mayoria de los estudios favorecieron una alteracion
secundaria de la cadena respiratoria mitocondrial. Se ha mostrado una importante disminucion en los complejos Il y
Il (55 %) en el caudado de pacientes con EH (Gu 1996, Ann Neurol 39: 385-9), ademas de una deficiencia en el
complejo | en musculo (Arenas 1998, Ann Neurol 43: 397-400), soportando, por tanto, la posibilidad de defectos de
la cadena respiratoria mitocondrial en la patogénesis de EH (Shapira 1998, Biochem Biophys Acta 1366: 225-33,
Grunewald 1999, Ann N Y Acad Sci 893: 203-13). Estos hallazgos se correlacionaron con modelos de EH inducidos
por acido 3-nitropropiénico, un inhibidor irreversible del complejo Il (Beal 1993, J Neurosci 13: 4181-92). Sin
embargo, estos datos se contradicen por la demostracion de complejos de transporte de electrones mitocondriales
normales en ratones transgénicos en una etapa temprana (Guidetty 2001, Exp Neurol 169: 340-50), ademas de en
células estriatales en cultivo que expresa huntingtina mutante, a pesar de la reduccion significativa en la sintesis de
ATP observada en aquellas células (Milakovic 2005, JBC 280: 30773-82). Evidencia indirecta adicional de un defecto
de energia en enfermedades de poliglutamina surge de la eficacia parcial de terapias energéticas, tales como
dicloroacetato (Andreassen 2001, Ann Neurol 50: 112-9), piruvato (Ryu 2004, Exp Neurol 187: 150-9), creatina
(Ferrante 2000, J Neurosci 20: 4389-97) y coenzima Q10 (Schilling 2001, Neurosci Lett 315: 149-53) en modelos de
raton.

Estado de la técnica relevante adicional incluye el documento US 6.835.750 B1. Sin embargo, hasta la fecha, sigue
siendo bastante imprecisa la farmacoterapia eficaz para enfermedades neurodegenerativas asociadas a la alteracion
del metabolismo de la energia como enfermedades de poliglutamina en particular.

Objeto de la invencion

Por tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar un precursor de propionil-CoA para su uso segun la
reivindicacion 1.

La presente invencién proporciona un precursor de propionil-CoA para su uso segun la reivindicacion 1.

También se proporciona el uso de un precursor de propionil-CoA en la fabricacion de un medicamento y/o una
sustancia alimentaria para tratar y/o prevenir una enfermedad por poliglutamina.

Las enfermedades de poliglutamina constituyen una clase de nueve trastornos genéticamente distintos que se
producen por la expansién de la repeticion CAG traducida. Estas incluyen enfermedad de Huntington (EH), atrofia
dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA), atrofia muscular espinal y bulbar (SBMA) y ataxia espinocerebelosa 1, 2, 3,
6, 7 y 17. Aunque las proteinas causantes de la enfermedad se expresan ampliamente en el sistema nervioso
central, poblaciones especificas de neuronas son vulnerables en cada enfermedad, produciendo patrones
caracteristicos de neurodegeneracion y caracteristicas clinicas.

En una realizacion de la presente invencion, la enfermedad por poliglutamina esta seleccionada del grupo que
consiste en enfermedad de Huntington (EH), atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA), atrofia muscular espinal
y bulbar (SBMA), ataxia espinocerebelosa 1, 2, 3,6, 7y 17.

En una realizaciéon preferida de la presente invencion, la enfermedad por poliglutamina es la enfermedad de
Huntington.

Por precursor de propionil-CoA se indica una sustancia a partir de la cual puede formarse propionil-CoA por una o
mas reacciones metabdlicas que tienen lugar dentro del cuerpo. Ejemplos de precursores de propionil-CoA se
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muestran en la Figura 5. Ejemplos tipicos de precursores de propionil-CoA son acidos grasos de cadena media
impar, en particular acido graso de siete carbonos, triheptanoina (triheptanoil-glicerol), heptanoato, cuerpos de
cetona C5 (por ejemplo B-cetopentanoato (3-cetovalerato) y B-hidroxipentanoato (3-hidroxivalerato)) (Kinman 2006,
Am J Physiol Endocrinol Metab 291 (4): E860-6, Brunengraber y Roe 2006. J Inherit Metabol Dis 29 (2-3): 327-31).

Los ejemplos de precursores de propionil-CoA descritos anteriormente incluyen los propios compuestos, ademas de
sus sales, profarmacos, solvatos, si es aplicable. Los ejemplos de profarmacos incluyen ésteres, oligémeros de
hidroxialcanoato tales como oligo(3-hidroxivalerato) (Seebach 1999, Int J Biol Macromol 25 (1-3): 217-36) y otros
derivados farmacéuticamente aceptables, que, tras la administracion a un individuo, son capaces de proporcionar
propionil-CoA. Un solvato se refiere a un complejo formado entre un precursor de propionil-CoA descrito
anteriormente y un disolvente farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de disolventes farmacéuticamente
aceptables incluyen agua, etanol, isopropanol, acetato de etilo, acido acético y etanolamina.

Una fuente dietética muy practica de propionil-CoA es la triheptanoina (triheptanoil-glicerol). Después de la hidrélisis
intestinal de la triheptanoina, el heptanoato es absorbido en la vena porta. En el higado, se convierte parcialmente
en los cuerpos de cetona C5 [-cetopentanoato (3-cetovalerato) y B-hidroxipentanoato (3-hidroxivalerato). Los
cuerpos de cetona C5 también son precursores de propionil-CoA en tejidos periféricos. Asi, después de la ingestion
de triheptanoina, los tejidos periféricos reciben dos precursores de propionil-CoA, es decir, heptanoato y cuerpos de
cetona C5. Bastante interesantemente, los cuerpos de cetona C5, como C4, son sustratos naturales para el cerebro
y pueden dirigirse a receptores fisioldgicos en la membrana superficial de la barrera hematoencefalica. La
demostraciéon del transporte de cuerpos de cetona C5 a través de la barrera hematoencefalica se proporcioné
recientemente por el tratamiento de un paciente con deficiencia de piruvato carboxilasa, en el que la anaplerosis
cerebral esta principalmente alterada (Mochel 2005, Mol Genet Metab 84: 305-12). La disponibilidad de los cuerpos
de cetona C5 para la anaplerosis cerebral también se demostré por la normalizacion de glutamina y GABA en el
CSF de este paciente, ademas de la ausencia de patologia cerebral.

El experto en la materia conoce métodos convencionales para la produccion de precursores de propionil-CoA.

En una realizaciéon preferida de la presente invencion, el precursor de propionil-CoA es triheptanoina, acido
heptanoico o heptanoato.

La triheptanoina ya se ha usado en el tratamiento anaplerético de algunas patologias que tienen en comun una
disminucion en la produccion de ATP a pesar del amplio suministro de acetil-CoA al ciclo del acido citrico (CAC), y
una cadena respiratoria normal. Tales patologias incluyen lesién por reperfusiéon cardiaca (Reszko 2003. JBC 278:
34959-65), trastornos por oxidacién de acidos grasos de cadena larga (FOD) (Roe 2002, JCI 110: 259-69 y
documento WO 0045649), deficiencia de piruvato carboxilasa (Mochel 2005, Mol Genet Metab 84: 305-12) y
enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo Il (Roe y Mochel 2006, J Inherit Metab Dis 29 (2-3): 332-40)

La triheptanoina es un triglicérido preparado por la esterificacién de tres moléculas de acido n-heptanoico y glicerol.
Con respecto a la terapia, los términos acido heptanoico, heptanoato y triheptanoina pueden usarse indistintamente
en la siguiente descripcion. El acido heptanoico, heptanoato y triheptanoina son precursores de propionil-CoA a
modo de ejemplo de la invenciéon. Puede usarse heptanoato sustituido, insaturado, o ramificado, ademas de otros
acidos grasos de siete carbonos modificados.

El acido heptanoico se encuentra en diversos aceites de fusel en cantidades apreciables y puede extraerse
mediante cualquier medio conocido en la técnica. También puede sintetizarse por la oxidacion de heptaldehido con
permanganato de potasio en acido sulfdrico diluido (Ruhoff, Org Syn Coll. vol Il, 315 (1943)). El acido heptanoico
también esta comercialmente disponible mediante Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

La triheptanoina puede obtenerse por la esterificacion de acido heptanoico y glicerol mediante cualquier medio
conocido en la técnica. La triheptanoina también esta comercialmente disponible mediante Condea Chemie GmbH
(Witten, Alemania) como Special Oil 107.

El heptanoato insaturado también puede utilizarse en la presente invencion. Ademas, en la presente invencion
pueden utilizarse acidos grasos de siete carbonos sustituidos, insaturados y/o ramificados que entran facilmente en
la mitocondria sin enzimas de transporte especial. Por ejemplo, 4-metilhexanoato, 4-metilhexenoato y 3-hidroxi-4-
metilhexanoato se descomponen por la b-oxidacion normal a acido 2-metilbutirico con degradacion final realizada
mediante la via de isoleucina. Asimismo, 5-metilhexanoato, 5-metilhexenoato y 3-hidroxi-5-metilhexanoato se
degradan por la b-oxidaciéon normal a acido isovalérico con degradacion final realizada mediante la via de leucina.

Pueden administrarse precursores de propionil-CoA de la presente invencién por via oral, parenteralmente o
intraperitonealmente. Preferentemente, pueden administrarse mediante la ingestion de una sustancia alimentaria
que contiene un precursor de propionil-CoA tal como triheptanoina a una concentracion eficaz para lograr niveles
terapéuticos. Alternativamente, pueden administrarse como una capsula o atrapados en liposomas, en disolucién o
suspensioén, solos o en combinacién con otros nutrientes, edulcorantes y/o aromatizantes adicionales. Las capsulas
y comprimidos pueden recubrirse con azucar, Shellac y otros agentes entéricos como es conocido. Normalmente,
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los medicamentos segun la invencion comprenden un precursor de propionil-CoA, junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Un experto en la materia conocera vehiculos adecuados. Formulaciones adecuadas
para administraciéon por cualquier via deseada pueden prepararse por métodos convencionales, por ejemplo, por
referencia a texto muy conocido tal como Remington; The Science and Practice of Pharmacy.

A continuacién, la invencion se ilustrara por medio de los siguientes ejemplos, ademas de las figuras.
Descripcion de las figuras

Figura 1: Andlisis por minimos cuadrados parciales (PLS) de espectros de RMN de muestras de plasma de
pacientes con EH con ninguno o pocos signos de la enfermedad y controles. Se constituyeron tres grupos de
pacientes con EH premanifiesta, temprana y moderadamente afectados basandose en sus puntuaciones
UHDRS, como se describe en los métodos. El primer y segundo componentes en el espacio X (espectro de
RMN) se indican PC[1] y PCJ2], respectivamente. Las representaciones de puntuacién de PLS (PC[1]/PC[2]) de
grupos comparados por pares muestran la mayor variacion dentro del espectro de RMN segun una clasificacion
a priori con UHDRS. Hay una clara separacion entre pacientes con EH premanifiesta y temprana (a), ademas de
entre pacientes con EH temprana y moderadamente afectados (b). Por tanto, la espectroscopia por RMN en
plasma permite la separaciéon de pacientes con EH en diferentes etapas de la enfermedad. A pesar de algun
solapamiento, también se observa la diferenciacién entre controles e individuos premanifiestos (c).

Figura 2: Concentraciones relativas en plasma de aminoacidos de cadena ramificada son responsables de la
separacion entre grupos de EH. La representacion de la contribucion por PLS permite la comparacion entre
perfiles metabdlicos en plasma de pacientes con EH tempranamente afectados con portadores premanifiestos.
Las variables de RMN que tienen el mayor peso (w*1: escalada en unidades de desviacion estandar), que, por
tanto, contribuyen principalmente a la separacion entre grupos de EH, son concentraciones reducidas (>2DE) de
metabolitos localizados entre 0,9 y 1,05 ppm: valina, leucina e isoleucina. Se obtuvo la misma representacion de
contribucion cuando se comparan perfiles metabdlicos en plasma de pacientes con EH de levemente a
tempranamente afectados (datos no mostrados).

Figura 3: Los niveles de aminoacidos de cadena ramificada son significativamente diferentes en pacientes con
EH y controles. Las concentraciones de valina, leucina e isoleucina en plasma se determinaron por cromatografia
de intercambio idnico. Se hicieron comparaciones de medias (ANOVA) entre hombres o mujeres con EH y sus
controles respectivos. En hombres hay una disminucion significativa de valina, leucina e isoleucina en el grupo
de EH. En mujeres se observan resultados similares para leucina e isoleucina. Digno de mencién, en tanto
hombres como mujeres, la comparacion de las desviaciones estandar de los valores de valina, leucina e
isoleucina casi no muestra solapamiento entre los grupos de control y de EH.

Figura 4: Los aminoacidos de cadena ramificada en plasma se correlacionan negativamente con la progresién
de la enfermedad en EH. El diagrama de cargas del analisis de los principales componentes (PCA) muestra la
importancia relativa de cada variable del estudio y la correlacion entre estas variables. Cuanto mas diverja la
carga (p) de cada variable de cero, mas importante es esta variable en la varianza explicada del componente
dado (expresada por R2x). La varianza explicada de todos los datos alcanza el 44 % en el primer componente y
el 22 % en el segundo componente. Hay una fuerte correlaciéon negativa entre marcadores clinicos (el tamario de
la expansion de la repeticion CAG anormal, gravedad de la enfermedad medida por UHDRS y puntuaciones de
depresion) y parametros asociados al peso (peso, BMI, LBM y FBM para masa corporal delgada y grasa,
respectivamente). BCAA, valina, leucina e isoleucina se correlacionan negativamente con la progresion de la
enfermedad y se correlacionan positivamente con la pérdida de peso. Obsérvese que el nimero de repeticiones
CAG se correlaciona negativamente con los valores de BCAA: cuanto mayor sea la repeticion, menor seran los
valores de BCAA (p=0,015 para valina, 0,018 para leucina y 0,020 para isoleucina).

Figura 5: Diagrama que representa la via de triheptanoina metabdlica.

Figura 6: Supervivencia celular de Purkinje 12 dias y 20 dias tras la infeccion con los vectores lentivirales. 100Q:
ATXN7T-100Q-GFP. 10Q: ATXN7T-10Q-GFP. GFP: vector de control que expresa GFP solo. La supervivencia
celular de Purkinje se expresa como el porcentaje de células positivas para calbindina en cultivos infectados en
comparacién con cultivos no infectados. 12 dias después de la infeccion por ATXN7T-100Q-GFP, la
supervivencia celular de Purkinje se reduce a ~30 % y adicionalmente disminuye a ~ 15 % después de 20 dias,
demostrando la alta y progresiva neurotoxicidad de la proteina mutante, que es claramente distinta de la
toxicidad del vector viral solo (condicion de GFP).

Figura 7: Evolucidon del peso e ingesta de alimentos de ratones inactivados femeninos (n=3) y ratones no
mutantes femeninos (n=3) de 7 a 11 semanas de vida.
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Descripcion detallada de la invenciéon
Ejemplos

En la siguiente descripcion, todos los experimentos de biologia molecular para los que no se facilita protocolo
detallado se realizan segun el protocolo estandar.

Ejemplo 1: Identificacion de un biomarcador de plasma en portadores premanifiestos de enfermedad de Huntington
que indica desequilibrio de energia temprano

Abreviaturas: EH (enfermedad de Huntington), UHDRS (escala de puntuaciéon unificada de la enfermedad de
Huntington), ppm (partes por millén), PCA (analisis de componentes principales), PLS (minimos cuadrados parcial).

Resumen

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo dominante autosémico en el que se cree que
una deficiencia de energia desempefia una funcién. Los pacientes pierden consistentemente peso, aunque el motivo
de esto es desconocido. En vista del acceso especifico a portadores premanifiestos en EH, los presentes inventores
realizaron un estudio multiparamétrico en un grupo de 32 individuos sin signo o poco de la enfermedad en
comparacién con 21 controles. La pérdida de peso se observé incluso en portadores premanifiestos en el grupo de
EH, aunque su aporte caldrico fue mayor. Se descartaron procesos inflamatorios, ademas de disfuncién hormonal
primaria, que incluye el equilibrio de grelina y leptina. Sin embargo, la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de protones en plasma distinguié pacientes con EH en diferentes etapas de la enfermedad y portadores
premanifiestos de controles. Las diferencias entre los grupos fueron atribuibles a bajos niveles de los aminoacidos
de cadena ramificada (BCAA), valina, leucina e isoleucina. Los presentes inventores confirmaron que los niveles de
BCAA se correlacionaron negativamente con la pérdida de peso y, lo que es mas importante, con la progresion de la
enfermedad. Los niveles de factor de crecimiento de insulina tipo 1 (IGF1), que esta regulado por BCAA, también
fueron menores en el grupo de EH que en controles. Los BCAA son, por tanto, los primeros biomarcadores
identificados en EH y ofrecen nuevas perspectivas en una deficiencia de energia temprana subyacente.

Resultados
Evidencia de hipercatabolismo temprano en EH

Se definieron tres grupos segun sus puntuaciones UHDRS. Hubo 15 portadores de la mutacién sin ningun signo
motor o cognitivo de EH (UHDRS 0,5 * 1,0), 10 pacientes en una etapa temprana de la enfermedad (UHDRS 11,9 +
4,9) y 7 pacientes levemente afectados (UHDRS 44,4 + 14,1)

La pérdida de peso durante los ultimos 5 afios fue significativamente mayor en el grupo de EH que en controles
(p<0,0001). La diferencia siguid siendo significativa cuando los hombres (p=0,002) y mujeres (p=0,003) se
analizaron por separado. A pesar de la mayor ingesta de calorias, los individuos con EH y controles no mostraron
diferentes MBI. Y, lo que es mas importante, en hombres con EH, el MBI fue significativamente menor que en
controles, y las calorias totales estuvieron incluso inversamente correlacionadas con el peso (p=0,029) y la masa
corporal delgada (p=0,004).

Estas observaciones confirman que el equilibrio del peso es temprano anormal en EH. Incluso en portadores
premanifiestos, el patron nutricional de pacientes con EH se diferencié del de controles; tuvieron aporte calérico
significativamente mayor (2195 + 495, n=15 frente a 1665 + 305, n=21, p<0,001) y mayor ingesta de proteinas (85 *
24, n=15 frente a 70 + 14, n=21, p=0,025). Estas observaciones muestran claramente hipercatabolismo en el grupo
de EH, incluso en las fases muy tempranas de la enfermedad. La relacion con la enfermedad no se explicd por
causas comunes de hipercatabolismo tales como inflamacion o disfunciones endocrinas clasicas. De hecho, ERS,
CRP, interleucinas del suero 1R y 6 y cortisol en ayunas del suero, T4L y TSH fueron similares en los grupos de EH
y de control. No hubo glicosuria, y glucemia en ayunas, y los nieles de insulina estuvieron en el intervalo normal en
el grupo de EH.

Identificaciéon de biomarcadores candidatos por espectroscopia de RMN 'Hen plasma (Figuras 1y 2)

PCA en espectros de RMN en plasma no identificaron valores atipicos de tanto el conjunto de datos de control como
de EH. Los analisis de PLS pudieron distinguir individuos con EH en diferentes etapas de la enfermedad, que
significa que los metabolitos en plasma subyacentes se comportaron de forma diferente. La diferencia entre
portadores premanifiestos y EH temprana fue evidente (Figura 1a), y se prolongé a etapas mas avanzadas de la
enfermedad (Figura 1b). Ademas, los controles y portadores premanifiestos no tuvieron el mismo perfil metabdlico, a
pesar de algun solapamiento (Figura 1c).

La region espectral que contribuy6 a las diferencias entre los grupos de EH determinadas de los diagramas de
contribucion de PLS se muestra en la Figura 2. Se comparé el perfil metabdlico en plasma de pacientes con EH
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afectados tempranos con premanifiestos, ademas de pacientes con EH levemente afectados a afectados temprano.
Hubo una disminucién significativa (>2DE) junto con la progresion de la enfermedad en las concentraciones
plasmaticas de un grupo de variables de los cubos localizados entre 0,9 y 1,05 ppm en el espectro de RMN. Estos
picos se corresponden con los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA), valina, leucina e isoleucina. No se
detectaron otras diferencias significativas entre los grupos en los espectros adn cuando se analizaron cubos muy
pequefios (0,02 ppm). Esto indica que una disminucién selectiva en las concentraciones de BCAA acompafia a la
progresion de la enfermedad, e incluso distingue portadores premanifiestos de tanto controles como pacientes con
EH temprana. Los niveles de BCAA en plasma parecen, por tanto, ser biomarcadores relevantes de EH.

Confirmacion de que BCAA estadn afectados en EH (Figuras 3y 4)

Para confirmar que los BCAA estan afectados en EH, los presentes inventores también midieron sus
concentraciones en plasma por cromatografia de intercambio iénico. Los niveles de valina, leucina e isoleucina
fueron significativamente menores en el grupo de EH en comparacion con controles (p=0,009, p<0,001 y p=0,002,
respectivamente). Ademas, los niveles de cada BCAA se correlacionaron significativamente con la pérdida de peso
observada en los pacientes (p=0,005, 0,002 y 0,014 respectivamente). Y, lo que es mas importante, los niveles de
BCAA se correlacionaron negativamente con los valores de UHDRS (p=0,017, <0.0001 y 0,003 respectivamente) en
tanto hombres (p=0,035, 0,019 y 0,036 respectivamente) como mujeres (p=0,007 para leucina y 0,01 para
isoleucina). Aunque los valores de MBI de mujeres con EH fueron similares a los controles, tuvieron niveles de
leucina (p=0,002) e isoleucina (p=0,014) significativamente menores (Figura 3). Esto indica que niveles de BCAA
menores no solo estan asociados al equilibrio de peso, sino, lo que es mas importante, a la propia enfermedad de
Huntington. De forma interesante, los niveles en plasma de los tres BCAA fueron significativamente menores en
pacientes en una etapa temprana de la enfermedad en comparacion con portadores premanifiestos (p=0,042, 0,019
y 0,024 respectivamente). Los niveles de BCAA estan, por tanto, asociados a la aparicion de enfermedad,
enfatizando que pueden usarse como biomarcadores fiables en EH. Cuando se comparan portadores premanifiestos
con controles, los niveles en plasma de valina (228 + 50 frente a 245+ 44), leucina (130 + 24 frente a 144 + 23) e
isoleucina (62 + 12 frente a 68 + 15) fueron menores en el primer grupo, aunque no significativamente. Esto es
probable debido a la heterogeneidad del grupo premanifiesto en el que se espera que el tiempo estimado hasta la
aparicion de la enfermedad varie entre individuos, de manera que el perfil metabodlico de algunos portadores
premanifiestos puede ser similar a controles.

Un PCA multifactorial confirma que hay una fuerte correlacion negativa entre marcadores clinicos (tamafio anormal
de la expansion de la repeticion CAG, puntuaciones UHDRS, puntuaciones de depresién) y parametros de peso
(Figura 4). Valores de BCAA bajos parecen ser las variables mas fuertes que se correlacionan negativamente con
EH y se correlacionan positivamente con pérdida de peso. Los numeros de repeticiones CAG también se
correlacionan negativamente con valores de BCAA: cuanto mas larga sea la repeticion, menores seran los valores
(p=0,015 para valina, 0,018 para leucina y 0,020 para isoleucina).

Los otros marcadores metabdlicos (colesterol y triglicéridos en suero, restantes aminoacidos y acilcarnitinas en
plasma, acidos organicos en orina) fueron similares en el grupo de EH y en controles. Sin embargo, los niveles de
IGF1 fueron significativamente menores en el grupo de EH (p=0,011) y se correlacionaron negativamente con
puntuaciones UHDRS (p=0,004). Los niveles de IGF1 también se correlacionaron con los niveles de leucina (p=0,04)
e isoleucina (p=0,02), que era de esperar ya que el IGF1 esta regulado por BCAA. Sin embargo, esto tiene que
modularse por el hecho de que se sabe que los niveles de IGF1 se reducen con la edad, como se observa en la
cohorte de EH de los presentes inventores (p=0,002). La disminucién en los niveles de IGF1 no se asocié a cambios
significativos en otros parametros nutricionales (albumina, prealbdmina, orosomucoide). No hubo correlaciéon tanto
entre los niveles de IGF1 como los parametros asociados al peso (MBI, masa corporal delgada y grasa) o ingesta de
alimentos.

Discusién

Esta es la primera investigacion amplia de trastorno del peso en EH. Los presentes inventores han mostrado que la
pérdida de peso empieza pronto en la enfermedad, a pesar del mayor aporte caldrico, y es evidente incluso en
portadores de mutacién premanifiestos y aquellos con poca o ninguna enfermedad. Este hipercatabolismo no puede
explicarse por mecanismos comunes como inflamacién o funciones endocrinas alteradas, ambas de las cuales se
han incriminado en la patofisiologia de EH (Kremer et al. 1989; Pavese et al. 2006). El hipercatabolismo en EH
parece, por tanto, ser parte del proceso patoldgico inducido por la enfermedad. Los analisis de espectroscopia de
RMN 'H de los presentes inventores muestran que los pacientes en diferentes etapas de EH puede distinguirse
entre si, y los portadores de mutacién premanifiestos pueden distinguirse de controles, basandose en sus niveles en
plasma de aminoacidos de cadena ramificada. La disminucion en los niveles de estos aminoacidos se correlaciond
con la pérdida de peso en pacientes con EH, pero lo que es mas importante, con la gravedad de la alteracion clinica,
es decir, con la propia enfermedad de Huntington. Este hallazgo esta soportado por estudios previos en los que una
disminucion en BCAA en plasma se documenté en pacientes con EH mas gravemente afectados (Perry et al. 1969;
Phillipson y Bird 1977; Reilmann et al. 1995). El amplio cribado metabdlico que realizaron los presentes inventores
en combinacién con una técnica independiente confirmé que BCAA en plasma fueron los unicos metabolitos que se
diferenciaron entre el grupo de EH y controles. Esta diferencia existié independientemente del sexo y entre pacientes
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en una etapa temprana de la enfermedad y portadores premanifiestos. Por consiguiente, los BCAA en plasma
pueden considerarse biomarcadores relevantes para enfermedad de Huntington. Deben ayudar a detectar la
aparicion de la enfermedad y monitorizar su progresion en vista de ensayos terapéuticos. Para conocimiento de los
presentes inventores, este es el primer biomarcador accesible identificado en enfermedad de Huntington y, mas
ampliamente, el primer biomarcador periférico demostrado en un trastorno neurodegenerativo.

Solo algunos estudios metabondmicos han conducido a la identificacion de biomarcadores que pueden usarse
rutinariamente para el seguimiento de pacientes (Sabatine et al. 2005). Se sabe que la variabilidad inter-individual
complica tales analisis en los liquidos del cuerpo humano, limitando asi los estudios metabondmicos esencialmente
a modelos animales (Wagner et al. 2006). Sesgos experimentales y analiticos comunes en seres humanos incluyen
ingesta dietética, tiempo de recogida de muestras, acondicionamiento de muestras y desplazamientos quimicos
debido a cambios en el pH (Cloarec et al. 2005; Teahan et al. 2006; Walsh et al. 2006). En el presente estudio, cada
uno de estos parametros se control6 rigurosamente. Esto explica probablemente la exactitud de los hallazgos de
RMN de los presentes inventores.

La implicacion de BCAA en el metabolismo intermedio mitocondrial, tanto en el cerebro como en tejidos periféricos,
soporta adicionalmente una funcion importante para el déficit de energia en EH. Se mostré una reduccién en la
produccién de ATP en cerebro de ratones con EH, que incluyen ratones presintomaticos (Gines et al. 2003). Una
reduccion significativa en los niveles de ATP vy respiraciéon mitocondrial también se demostré en células estriatales
de ratones con EH, aunque los complejos de la cadena respiratoria no se alteraron (Milakovic y Johnson 2005). En
pacientes con EH, hay una fuerte evidencia de hipometabolismo en el cerebro en el que se reduce el consumo de
glucosa, especialmente en los ganglios basales, incluso en portadores de mutacién presintomaticos (Grafton et al.
1992; Kuwert et al. 1993; Antonini et al. 1996). La causa subyacente de este déficit de energia temprano en cerebro
con EH es actualmente desconocida, pero la glicdlisis alterada (Browne y Beal 2004), el ciclo del acido citrico
(Tabrizi et al. 1999) y/o la fosforilacion oxidativa (Milakovic y Johnson 2005) pueden participar. Recientemente, se
mostré que la huntingtina mutada reducia la expresion de PGC-1a (co-activador-1a del receptor gamma activado por
proliferadores del peroxisoma) en el estriado de ratones y pacientes con EH, mediante una inhibicién transcripcional
dependiente de CREB (Cui et al. 2006). PGC-1a es un co-activador transcripcional que regula vias metabdlicas
energéticas clave, tanto en el cerebro como tejidos periféricos (Lin et al. 2005). La posible funcion de PGC-1a en EH
se sospecho inicialmente de la observacion de lesiones estriatales selectiva en el ratén inactivado en PGC-1a (Lin et
al. 2004). Entonces se mostré que la regulacién por disminucién de PGC-1a en estriado de EH afectaba el
metabolismo de la energia mitocondrial, posiblemente alterando la fosforilacion oxidativa (Cui et al. 2006). Ademas,
la inhibiciéon de la succinato deshidrogenasa, por acido 3-nitropropiodnico o malonato, imita la neuropatologia de la
EH en ratones (Klivenyi et al. 2004), que indica que una ausencia de sustratos para el ciclo del acido citrico y la
cadena respiratoria participa en el déficit de energia en cerebro con EH. Y, lo que es mas importante, la oxidacion
mitocondrial de BCAA conduce a la produccion de acetil-CoA y succinil-CoA, dos productos intermedios clave del
ciclo del acido citrico. Se excluyé aporte calérico o de proteinas insuficiente en el estudio de los presentes
inventores, ademas de alteracion de la via de oxidacion de BCAA, ya que los niveles de acido organico en orina
fueron normales. Por tanto, la disminucién en BCAA en plasma observada en el grupo de EH probablemente resulté
de la activacion de un mecanismo compensatorio para proporcionar sustratos de energia al ciclo del acido citrico,
como se describe en diversas enfermedades productoras de caquexia (Szpetnar et al. 2004; De Bandt y Cynober
2006). La correlacion entre los reducidos niveles de BCAA vy la pérdida de peso en el estudio de los presentes
inventores sugiere que excesiva movilizacién y oxidacién de BCAA para producir energia en musculo esta asociada
a pérdida de peso y reducida masa corporal delgada. La observacién de pérdida de peso antes de la disminucion
neurocognitiva sugiere que los sintomas neuroldgicos se agravan cuando los sustratos de la periferia se vuelven
insuficientes para compensar el déficit de energia en el cerebro con EH. La tasa normal de consumo de oxigeno
recientemente observada después de la infusion estriatal de succinato (Weydt et al. 2006) soporta la idea de que
proporcionar energia mediante un aumento en tanto productos intermedios del ciclo del acido citrico sistémico como
cerebral puede ser un enfoque terapéutico prometedor en EH.

Al nivel patofisioldgico, el estudio de los presentes inventores también mostré que los bajos niveles de BCAA en
plasma producen bajos niveles de IGF1 en el grupo de EH en comparaciéon con los controles, aunque tienen un
mayor aporte de proteinas y caldrico. La estrecha conexion entre IGF1 y aminoacidos esenciales se ha estudiado
ampliamente (Straus y Takemoto 1988; Harp et al. 1991; Thissen et al. 1994; Gomez-Merino et al. 2004). La
disponibilidad de aminoacidos esenciales parece tener un mayor efecto sobre la expresion génica de IGF1 que
estimulos hormonales tales como concentraciones de insulina en suero (Maiter et al. 1989). IGF1 también es un
indicador mas sensible de la saciedad de nutrientes que la albumina, prealbumina u orosomucoide, como se observa
en el estudio de los presentes inventores. De forma interesante, la huntingtina es un sustrato de la via de serina-
treonina Akt, que se activa por IGF1 (Humbert et al. 2002). Se ha mostrado que la activacion alterada de la via de
Akt reduce la fosforilacion de la huntingtina mutada, produciendo una elevada toxicidad neuronal (Rangone et al.
2005). Bajos niveles de IGF 1 en pacientes con EH podrian, por tanto, proporcionar una explicacion de la alteracion
en la activacion de Akt observada en modelos celulares de EH. Por consiguiente, aumentando los niveles de BCAA
para corregir el déficit en IGF1, debe favorecer la fosforilacion de huntingtina mutada, disminuyendo asi su toxicidad.

En conclusién, la combinacion de una rigurosa evaluacion nutricional y herramientas metabondémicas ha
proporcionado una nueva perspectiva en EH. Los presentes inventores han demostrado la existencia de una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 552 843 T3

deficiencia de energia temprana en este trastorno neurodegenerativo, reflejado por la pérdida de peso. Los
presentes inventores también han identificado el primer biomarcador fiable en enfermedad de Huntington. La
evidencia de la disminucién de los niveles de BCAA en plasma en fases muy tempranas de EH resalta la posibilidad
de terapias que pretenden suministrar un conjunto suficiente de acetil-CoA para compensar el déficit de energia
temprano.

En conjunto, estos datos son de ayuda de una funcién causante para la deficiencia de energia en enfermedad de
Huntington. En vez de un defecto en la cadena respiratoria, bajos niveles de BCAA en plasma indican una alteracion
energeética en el ciclo de Krebs. Por tanto, moléculas seleccionadas para su capacidad para invertir esta deficiencia
en la produccion de ATP mitocondrial deben rellenar el conjunto de productos intermedios cataliticos del ciclo de
Krebs. Compuestos dietéticos tales como triheptanoina se han usado recientemente en ensayos terapéuticos
humanos para su capacidad para rellenar los conjuntos de productos intermedios cataliticos del ciclo de Krebs, un
proceso energético clave llamado anaplerosis. Debido a la evidencia adicional de los metabolitos de triheptanoina
para cruzar la barrera hematoencefalica, las terapias anapleréticas representan moléculas prometedoras para
invertir la deficiencia de energia asociada a enfermedades neurodegenerativas y asi corregir algunas, si no todas,
las manifestaciones clinicas de estas enfermedades.

Material y métodos

Pacientes con EH, portadores premanifiestos y controles

Los presentes inventores incluyeron 32 individuos con expansiones de repeticiones CAG anormales (>36) en el gen
HD1 (19 mujeres y 13 hombres) y 21 controles (13 mujeres y 8 hombres). En el grupo de EH, 15 fueron portadores
premanifiestos que se habian aplicado anteriormente para la prueba predictiva debido a su riesgo de EH, 10
estuvieron en una etapa muy temprana de la enfermedad y 7 tuvieron signos moderados de la enfermedad. Los
controles fueron voluntarios sanos en el mismo intervalo de edad, sin relacionar con individuos con EH. Se
examinaron todos los participantes y se tomaron muestras de sangre durante una Unica visita al centro de referencia
para EH en el Hospital Salpétriere (Paris). Los pacientes, portadores premanifiestos y controles se enrolaron en un
protocolo clinico autorizado por Assistance Publique des Hopitaux de Paris (CRC 05129), y autorizado por el comité
ético local. Se obtuvo el consentimiento informado para todos los participantes.

Determinacion del equilibrio de peso e ingesta de alimentos

Se registraron la altura y peso el dia del examen clinico. La pérdida de peso se calculo restando el peso actual del
peso del paciente 5 afios antes de la inclusién en el estudio. Esta informacién se obtuvo durante la entrevista y se
verificd retrospectivamente de los archivos médicos del paciente. El indice de masa corporal (MBI) se obtuvo
dividiendo el peso (en kilogramos) entre la altura (en metros) al cuadrado. Se midi6é la impedancia bioeléctrica
(Tanita®) para evaluar la masa delgada y la masa grasa de todos los participantes (Segal et al. 1988).

Para determinar la ingesta de alimentos, los pacientes con EH en fases tempranas, portadores premanifiestos y
controles registraron prospectivamente su ingesta de alimentos normal durante 3 dias previos a su examen. La
exactitud del registro de 3 dias se verificod un mes después con un cuestionario que evaluaba la ingesta de alimentos
durante un periodo de 24 horas que se envid a las casas de todos los participantes. Un dietista profesional (CG) uso
estos dos documentos para calcular las calorias totales medias, y el consumo de proteinas, lipidos y azucares para
tanto los grupos de EH como de control usando un sistema automatizado (Diaeta software®).

Evaluacién multiparamétrica del equilibrio de peso

Se disefidé un protocolo normalizado para evaluar minuciosamente todas las posibles causas de pérdida de peso y
para evitar sesgos relacionados con la ingesta de alimentos y cambios circadianos. Incluyd secuencialmente: (i) un
ayuno minimo de 12 horas la noche antes del examen, (ii) y recogida de sangre y orina por la mafiana a la misma
hora (9 am). Las muestras se almacenaron sobre hielo para analisis inmediatos o se congelaron a -80 °C para
anadlisis adicionales.

Los andlisis estandar incluyeron hemograma, glucosa en sangre y orina, electrolitos en suero y parametros
nutricionales basicos, tales como colesterol en suero, triglicéridos, albumina, prealbumina y orosomucoide. Para
refinar la evaluacién de la saciedad de nutrientes, se midieron concentraciones del factor de crecimiento de insulina
en suero tipo 1 (IGF1) usando un ensayo inmunorradiométrico especifico (RIACT de IGF1, Cis-Bio International, Gif-
sur-Yvette, Francia). Se explotaron los tres ejes principales implicados en la regulacion del equilibrio del peso:
inflamacion, funcion endocrina y metabolismo intermedio. La evaluacion de la inflamacion incluyé la determinacion
de la tasa de sedimentacion de eritrocitos (ESR) y la cuantificacion de proteina C reactiva (CRP) y las interleucinas
del suero IL1B e IL6 por ELISA (Diaclone, Besangon, Francia). Ademas de IGF1 en suero, la evaluacion endocrina
basica incluyd mediciones de cortisol en suero en ayunas (a 9 am), tetrayodotironina (T4L), hormona estimulante
tiroidea (TSH) e insulina (insulina ultrasensible Elisa Access, Beckman Coulter, Roissy, Francia).

Los presentes inventores exploraron el metabolismo intermedio mediante el anadlisis de (i) aminoacidos en plasma
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usando cromatografia de intercambio i6nico después de la coloracién por ninhidrina (Aminotag, Geol), (ii) acidos
organicos en orina por cromatografia de gases (GS Variant 3400) acoplados a espectrometria de masas (trampa de
iones, Saturn 2000, Variant) después de la extraccion con acetato de etilo y derivacion por sililacion, (iii) el perfil de
acilcarnitinas en plasma por espectrometria de masas en tandem (Applied Biosystems) con ionizacién por
electropulverizacion (ESI) y FIA (analisis de inyeccion de flujo). Las acilcarnitinas se identificaron usando un barrido
con ién precursor m/z 85 y se cuantificaron en modo MRM (monitorizacion de reacciones multiples). Se usaron los
niveles de acetilcarnitina (carnitina C2) para medir el estado en ayunas de tanto individuos con EH como controles
(Costa et al. 1999).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) 'Hen plasma

Se prepararon muestras de plasma para espectroscopia de RMN 'H con manipulacién minima. Las muestras de
plasma se desproteinaron usando un filtro de 10 kDa (Nanosep, Omega) para evitar la interferencia de especies de
alto peso molecular tales como lipoproteinas. Antes de uso, el filtro se lavé dos veces con agua por centrifugacion
para eliminar el glicerol. Se afiadioé una alicuota de 100 pl de acido [trimetilsilil]-2,2,3,3-tetradeuteropropidnico 3,89
mM en 2H,0 (TSP-2H20, Aldrich) a 500 pl de ultrafiltrado, proporcionando una referencia de desplazamiento quimico
(6 = 0,00 ppm), una referencia de concentracion y una sefal de bloqueo de deuterio. El pH del ultrafiltrado se ajustd
a 2,50 + 0,05 con HCI concentrado. Finalmente, se dispusieron 500 ul de la muestra en un tubo de RMN de 5 mm
(Wilmad Royal Imperial). Los espectros de RMN 'H se determinaron en un espectrometro Avance-500 SB (Bruker,
Francia) equipado con una sonda BBI (inversa de banda ancha) de 5 mm; las muestras no se centrifugaron. Los
espectros se recogieron a 25 °C y consistieron en puntos de datos de 32K con una anchura espectral de 6.000 Hz y
un tiempo de adquisicién total de 27 min. Se usé un pulso de radiofrecuencia a 90°, tras una presaturacion de la
sefal de agua de 10 s, para cada 128 barridos. La compensacion de la muestra se realizé automaticamente sobre la
sefal de deuterio. Las anchuras de las lineas de resonancia para TSP y metabolitos fueron <1 Hz. Antes de una
transformacion de Fourier en puntos de datos de 64K, se uso un filtro cuadrado de campana sinusoidal (SSB=2)
para reducir el ruido. La fase y el nivel inicial se corrigieron manualmente usando el software del espectrémetro (X-
Win NMR 3.5, Bruker, Francia). Los espectros de RMN se analizaron primero individualmente con el fin de detectar
sefiales anormales - es decir, tratamiento o alimento especial - que podria interferir adicionalmente con analisis
globales. Para andlisis estadisticos, los espectros se redujeron a datos en formato numérico integrando las regiones
espectrales (cubos) cada 0,02 ppm y se escalaron a la intensidad total del espectro con el software Amix 3.6.8
(Bruker Analytische Messtechnik, Alemania) de 0,8 a 8,6 ppm, excluyéndose el area de pico del agua de cada
espectro (4,4 a 5,2 ppm). Por consiguiente, cada cubo del espectro de RMN se correspondié con una Unica variable.

Analisis estadisticos

Los estudios metabondémicos consisten en analisis estadisticos multifactoriales, por ejemplo, analisis de
componentes principales (PCA) y analisis de minimos cuadrados parciales (PLS), con tanto componentes como
variables. Los andlisis multifactoriales de los datos obtenidos por espectroscopia de RMN se realizaron con el
software Simca-P® 11.0 (Umetrics, Suecia). Para PCA y PLS, los datos escalados a la varianza unidad se usaron
para garantizar la inclusion de metabolitos presentes en tanto concentraciones altas como bajas. Cada variable se
centré en la media y se calculé como 1/SD;, desviacidon estandar de la variable j calculada alrededor de la media.
PCA considera cada cubo del espectro de RMN como una variable X y se uso, por tanto, para diferenciar la
presencia de similitudes inherentes entre perfiles espectrales y para identificar valores atipicos. PLS es una
extension de regresion de PCA y describe mejor la variaciéon dentro de los datos segun una clasificaciéon a priori,
correspondientes a una variable Y, que era la puntuacion UHDRS en el estudio de los presentes inventores. Se usé
PLS para identificar componentes principales que maximizaran la covarianza entre todas las variables X (espectro
de RMN) e Y (UHDRS). La mayor dispersion de los perfiles espectrales se observa normalmente mejor en los dos
primeros componentes de los andlisis. El primer y segundo componentes en el espacio X (espectro de RMN) se
indicaron PC[1] y PC[2], respectivamente. Por tanto, la representacion de la puntuacién PLS (PC[1]/PCI[2]) de grupos
comparados en parejas mostraron la mayor variacion dentro del espectro de RMN segun UHDRS. La validez de
cada componente se obtuvo por validacion cruzada. El diagrama de contribucion se analizé entonces con el fin de
determinar el peso respectivo de las variables que contribuyen principalmente a la separacién entre grupos.

Para la comparacion de medias se usaron ANOVA o pruebas no paramétricas cuando convenga (software SPSS®).
Como el estudio de los presentes inventores se basé en un enfoque multiparamétrico, los presentes inventores
también realizaron PCA para buscar posibles correlaciones entre los diferentes parametros que se analizaron
(software Simca-P®).
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Ejemplo 2: Terapia con triheptanoina de modelos de ratén con EH
Objetivos del estudio

Se realiza un estudio piloto para probar el efecto de la terapia con triheptanoina dietética frente a la dieta de control
en cepas seleccionadas de ratones EH R6/2 (Mangariani 1996, Cell 87: 493-506, Kosinski 1999, Neuroreport 10:
3891-6). El estudio incluye (i) medir tasas de anaplerosis cerebral de heptanoato y ATP en cerebro en ratones R6/2
de diferentes edades y en ratones de control con el fin de demostrar la capacidad de los metabolitos de
triheptanoina para cruzar la barrera hematoencefalica de ratones R6/2 y para invertir el déficit de energia central: (ii)
evaluar la eficacia terapéutica de la triheptanoina por prueba de comportamiento precisa, microdidlisis cerebral in
vivo (para ensayar neurotransmisores, metabolitos de triheptanoina y BCAA) y examen neuropatoldgico; (iii) analisis
metabolémicos en plasma y orina de ratén.

Métodos de investigacion

Ratones R6/2 y de control, con dietas enriquecidas en triheptanoina y de control, se infunden secuencialmente - a 4,
8 y 12 semanas - con diversas dosis de [5,6,7-13C3] heptanoato (por sonda nasogastrica o por infusion intravenosa)
durante 1 h antes del muestreo del cerebro, con el fin de seguir la cinética de anaplerosis en el cerebro (usando el
ensayo de ésteres de CoA anapleroticos). Las concentraciones de ATP, ADP y AMP se ensayan en todas las
muestras de cerebro, ademas de en musculo de ratones R6/2. Los presentes inventores también estan evaluando la
concentracion y el patron de marcado de neurotransmisores generados por anaplerosis (GABA, glutamato) para
determinar si el cerebro es deficiente en estos compuestos y si la terapia anaplerética mejora estos parametros. Se
almacenan tejidos cerebrales a -70 °C en vista de posibles analisis adicionales (como medicién de estrés oxidativo).

Las analisis de comportamiento incluyen (i) monitorizacion de la actividad en campo abierto usando el sistema
TruScan 4, 8 y 12 semanas; (ii) analisis en RotaRod realizados usando el sistema AccuScan equipado con un suelo
sacudible a 6 y 12 semanas; (iii) y el laberinto de agua de Morris, la tarea mas popular en la neurociencia del
comportamiento usada para evaluar el aprendizaje espacial y la memoria a las 12 semanas. Otros criterios primarios
de evaluacion del estudio son la pérdida de peso y la supervivencia.

Como tanto los pacientes con EH como los modelos de raton genético de EH manifiestan una pérdida
presintomatica de receptores de DA, puede estar implicada una neurotransmisién dopaminérgica disfuncional en la
presentacion de EH temprana. Mas estudios recientes han mostrado que la liberaciéon de DA estd gravemente
comprometida en ratones R6/2 (Johnson 2006, J Neurochem 97: 737-46). Por consiguiente, un primer grupo de
animales se sacrifica a las 12 semanas por dislocacion cervical para analisis de neurotransmisores. Se recoge
sangre Yy el tejido cerebral se extrae rapidamente y se disecciona sobre hielo en las siguientes regiones: estriado,
hipocampo, corteza frontal, corteza posterior, cerebelo y mesencéfalo. Estas regiones se diseccionan tanto para el
hemisferio izquierdo como para el derecho del cerebro. Todas las regiones laterales derechas se procesan para
andlisis de DA, 5-hidroxitriptéfano (5-HT) y norepinefrina (NE) y metabolitos relacionados (acido 3-dihidrofenilacético,
acido homovalinico, 3-metoxidadramina y &acido 5-hidroxiindolacético) por HPLC con deteccion electroquimica.
También se mide acetilcolina (Ach) en tejido de la corteza posterior frontal por HPLC con detecciéon electroquimica.
Se miden aminoacidos de cadena ramificada por HPLC y metabolitos de triheptanoina por espectrometria de masas.
Se realiza neuropatologia, y especialmente las inclusiones neuronales nucleares, en las regiones laterales
izquierdas. A las 12 semanas, se prepara un segundo grupo de animales para microdialisis in vivo para monitorizar
la liberacion in vivo de DA, 5-HT por potasio y la liberacion de Ach por escopolamina en el estriado. Se comparan
cambios en las concentraciones extracelulares de DA, 5-HT y Ach por tres formas ANOVA (tiempo x genotipo x
dieta) con medidas repetidas. También se realizan analisis secuenciales de muestras de plasma y de orina de
ratones R6/2 y de control a las 4, 8 y 12 semanas con tanto espectrometria de RMN como espectrometria de masas.
Esto tiene como objetivo la deteccion de metabolitos de triheptanoina (derivados de propionilo y pentanoil-CoA) en
liquidos corporales de ratones tratados. La comparacion del perfil metabdlico de ratones R6/2 y de control con dieta
de control, por analisis estadisticos de datos multifactoriales, puede posiblemente confirmar la implicacion de BCAA
en la patofisiologia de ratones R6/2, como se demuestra en portadores premanifiestos y pacientes de EH, y
parcialmente se sugiridé en el estudio metabolémico previo en ratones R6/2 (Underwood 2006, Brain 129: 877-8). Y,
lo que es mas importante, la comparacion del perfil metabdlico de ratones R6/2 tratados frente a no tratados puede
evaluar si la triheptanoina puede conducir a la correccion de tales perfiles hipercatabdlicos.

Ejemplo 3: Terapia de ataxia espinocerebelosa 7 (SCA7)
1/ Ensayo in vitro

Para crear un modelo simplificado de SCA7 in vitro, los presentes inventores usaron cultivos primarios de células
cerebelosas disociadas debido a que la lesion del cerebelo, particularmente la capa de células de Purkinje (PC),
explica el fenotipo de la ataxia en pacientes con SCA7. Los cultivos celulares cerebelosos de los presentes
inventores estuvieron compuestos de células de la glia y neuronas, 5 al 10 % de las cuales expresaron calbindina
(CaBP) que las identifica como PC. Para examinar los efectos de ATXNT7 mutante sobre la supervivencia de PC,
las células se infectaron en DIV1 (1° dia in vitro) con vectores lentivirales que llevan formas truncadas de ataxina 7
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normal y mutante (ATXN7T: aminoacidos 1-232) fusionadas con GFP (ATXN7T-10Q-GFP, ATXN7T-100Q-GFP).
Estos vectores lentivirales permitieron la eficaz expresion de estas proteinas en aproximadamente el 90 % de las
neuronas, que incluyen células de Purkinje. La infeccion por ATXN7T-100Q-GFP condujo a pérdida neuronal
masiva, casi exclusivamente en neuronas de Purkinje (~85 % de muerte de células de Purkinje frente a ~20 % de
pérdida de otras neuronas), produciendo asi una de las principales caracteristicas de la enfermedad humana (Figura
6).

Este modelo se usa para evaluar la capacidad de moléculas anaploréticas para rescatar células de Purkinje
infectadas por ATXN7T-100Q-GFP. Se prueban dos compuestos: el 3-cetovalerato y el 3-hidroxivalerato, ambos de
los cuales van a incorporarse directamente por las células en el cultivo. Estas moléculas se afiaden al medio de
cultivo el mismo dia cuando las células se infectan y la mitad del medio se sustituye cada 4 dias. Los cultivos se
mantienen durante 20 dias y el posible rescate de las células de Purkinje se cuantifica como se ha descrito
anteriormente.

2/ Experimentos in vivo

Los presentes inventores eligieron usar el modelo de raton inactivado en SCA7 desarrollado en el grupo de H.Y.
Zoghbi (Yoo 2003 Neuron, 37: 383-401), que expresa ATXN7 con 266 glutaminas a niveles endégenos en el patrén
espacio-temporal apropiado. El raton Sca7 es altamente homdlogo a SCA7 humano, con el 88,7 % de identidad al
nivel de proteina. Ratones Sca72%695%Q reproducen caracteristicas de SCA7 infantil, que se caracteriza por una
progresion mas rapida y un espectro mas amplio de fenotipos que la enfermedad de aparicién en la adultez. A partir
de 5 semanas de vida, estos ratones desarrollan pérdida de peso progresiva, ptosis, alteracion visual, temblor,
ataxia, atrofla muscular progresiva, cifosis y finalmente mueren a aproximadamente las 14-19 semanas de vida. Los
ratones Sca7°%°¥*? manifestaron alteracion de la coordinacién en la prueba en RotaRod a las 5 semanas. A las 8-9
semanas, la ataxia de la marcha es evidente y la coordinacion motora se deteriora adicionalmente. Como en los
pacientes, los estudios neuropatoldgicos revelaron formacion de NI progresiva en muchas regiones del cerebro.
Aunque no se observa pérdida neuronal en el cerebro, las células de Purkinje, que son una de las células mas
comunmente afectadas en SCA7, tienen un tamafio de células corporales reducido.

a- Estudio metabdlico de ratones inactivados en SCA7

Similarmente a los pacientes con EH o SCA?7, los ratones inactivados en SCA7 muestran una grave pérdida de peso
progresiva ya significativa en la aparicion del fenotipo motor. El protocolo se ha establecido para medir el consumo
de comida y bebida en correlacion con la evolucion del peso de estos ratones mutantes en comparacion con los no
mutantes. Este protocolo se prueba en un grupo de 3 hembras inactivadas y 3 hembras no mutantes de las mismas
camadas. Los animales se mantienen uno por jaula y se les administra una cantidad definida de comida y bebida.
Entonces, se miden su consumo y su peso cuatro veces a la semana. Resultados preliminares muestran que este
procedimiento es eficaz en evidenciar la progresiva pérdida de peso y evolucion de la ingesta de alimentos (Figura
7). Poco después de la aparicion (7-8 semanas), pero antes del grave deterioro motor (8-9 semanas), la ingesta de
alimentos de los animales mutantes es mayor que en los no mutantes, aunque ya hay mas ligeros. Estos datos son
a favor de la hipotesis de un estado hipermetabdlico durante las fases tempranas del fenotipo. Después de 8-9
semanas, la alteracién locomotora ya es tan incapacitante que los ratones mutantes probablemente no pueden llegar
a la comida tan facilmente como los no mutantes.

b- Analisis de micromatrices de modificaciones transcripcionales tempranas

Se ha propuesto que la alteracion metabdlica en EH y otras enfermedades relacionadas resulta de la desregulacion
de las principales vias metabdlicas al nivel transcripcional (Mochel 2007 PLoS ONE, 2(7): e647; Cui 2006 Cell 127:
59-69). Considerando la funcién de la proteina ATXN7 y las anomalias transcripcionales tempranas previamente
evidenciadas en SCA7 y otra enfermedad por poliglutamina., el transcriptoma del cerebelo de 4-5 ratones
inactivados frente a 4-5 ratones no mutantes se analiza en dos fases tempranas antes de la aparicion (dia 10 post-
natal y dia 22 post-natal) y una etapa sintomatica tardia (11 semanas de vida).

Ejemplo 4: Evaluacion del posible beneficio y seguridad de la terapia anaplerética en enfermedad de Huntington
(EH)

Se realiza un ensayo preclinico de 5 dias con triheptanoina en 6 pacientes afectados por EH. Este protocolo a corto
plazo es del siguiente modo:

1. Dia 1: (i) un amplio examen neurolégico y clinico general; (ii)) un acondicionamiento metabdlico global
(muestras de sangre y de orina) para tener una vision general del perfil metabdlico de pacientes con EH en el
nivel inicial: (iii) una biopsia de la piel para probar in vitro la capacidad de la triheptanoina para generar energia a
partir del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria: (iv) la medicion de la actividad de la proteina cinasa activada por
5'AMP (5'AMPK) en fibroblastos de pamentes como una reflexion de los niveles del metabolismo de energia
intracelular; y (v) una espectroscopia de RMN *'P en el musculo de pacientes con el fin de evaluar su produccion
de ATP por musculo esquelético.
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2. Dia 2: una prueba de carga oral de una comida enriquecida con triheptanoina, junto con muestras de orina y
de sangre antes y después de la comida para determinar:

- mediciones de metabolitos de triheptanoina, mediante el perfil de acilcarnitinas en plasma y acidos organicos
en orina (Roe et al. 2002), para garantizar que la triheptanoina sea apropiadamente metabolizada en
pacientes con EH;

- andlisis del estado rédox mitocondrial, mediante la relacién de lactato con respecto a piruvato y 3-
hidroxibutirato con respecto a acetoacetato (Mochel et al. 2005), para evaluar in vivo la capacidad de la
triheptanoina para generar energia a partir del ciclo de Krebs sin sobrecargar la cadena respiratoria.

3. En los dias 3, 4 y 5: la busqueda de una dieta enriquecida con triheptanoina para determinar si se produce un
efecto de ahorro de proteina, es decir, la normalizacidon de los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) en
plasma y niveles de IGF1 en suero, y/o la elevacion de urea urinaria. El examen intenta identificar efectos agudos
sobre la deficiencia de energia sistémica (fuerza muscular funC|on motora) asociada a EH. Ademas, los
pacientes se someten a una segunda espectroscopia de RMN *'P de musculo con el fin de evidenciar un posible
efecto a corto plazo de triheptanoina en el metabolismo de energia periférica del paciente.

Diseio del estudio

En el primer dia del ingreso se examinan los pacientes con EH. Se evalua la disfuncién motora con la escala de
clasificacion unificada de enfermedad de Huntington UHDRS (Siesling et al. 1998), y una puntuacion de capacidad
funcional total, TFC (Marder et al. 2000). También se registra la condicién de salud general, en particular la historia
de disfuncién del tubo digestivo. Antes de la comida se recogen muestras de sangre y de orina. Se realizan analisis
estandar (hemograma, factores de coagulacién de la sangre, glucosa en sangre y orina, electrolitos en suero),
ademas de un acondicionamiento metabdlico global que incluye estado rédox en plasma (lactato, piruvato,
acetoacetato, 3-hidroxibutirato), aminoacidos y acilcarnitinas en plasma, y acidos organicos en la orina como se ha
descrito (Mochel et al. 2005). En ausencia de disfunciéon de coagulacion de la sangre se realiza una biopsia de la
piel. Se realiza adicionalmente una simple prueba funcional usando propionato marcado con C'" en fibroblastos
cultivados (Benoist et al. 2001). El propionato es uno de los principales productos anapleréticos de la triheptanoina, y
se incorpora en la proteina siempre que se produzca suficiente ATP del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. Por
tanto, la tasa normal de sintesis de proteinas, después de la incorporacion de c* -propionato, en células de EH
refleja la integridad de la cadena respiratoria en EH, ademas de la posibilidad de generar energia del ciclo de Krebs
mediante la via anaplerdtica. La actividad de 5'-AMPK, que detecta cambios en el estado de energia celular, también
se determina en fibroblastos de pacientes (Chou et al. 2005), con el fin de evidenciar un déficit periférico en el
metabolismo de energia |ntracelular Ademas, el metabolismo mitocondrial oxidativo se evalla especificamente por
espectroscopia de RMN *'P de musculo usando datos recogidos al final de un ejercicio dado y durante la posterior
recuperacion (Lodi et al. 2000).

En el segundo dia, los pacientes con EH ingieren una dosis de carga de triheptanoina (1 g/Kg). Por comodidad, y
mejor tolerancia digestiva, la triheptanoina se administra normalmente junto con un producto lacteo. Se recogen
muestras de sangre repetidas antes y, secuencialmente, después de la comida (30, 60, 90, 120 y 180 minutos
después de la ingestion de triheptanoina) para la evaluacion del estado rédox y el perfil de acilcarnitinas. También se
recoge orina antes y después de la carga de triheptanoina (90 y 180 minutos) para analisis de acidos organicos.

En los 3 dias siguientes, los pacientes con EH buscan una dieta isocalérica enriquecida con triheptanoina (1 g/kg/dia
dividida en 3 a 4 comidas). Se analizan BCAA en plasma en ayunas, IGF1 en suero y urea urinaria dlarlamente y el
examen neuroldgico se repite con puntuacion UHDRS y TFC. En el dia 5 se repite la espectroscopia de RMN *'P de
musculo con el fin de determinar las concentraciones relativas de fosfato inorganico, fosfocreatina y niveles de ATP
después de la administracion de trineptanoina.

Criterios de seleccion de pacientes

Este estudio implica 6 pacientes con expansiones de las repeticiones CAG anormales (>36) en el gen HDI, con
seguimiento médico y psicoldgico regular. La seleccion de pacientes se basa en:

- puntuacion UHDRS que oscila de 15 a 50, correspondiente a pacientes en una etapa de temprana a moderada
de la enfermedad, con el fin de facilitar el cumplimiento de pacientes con el tratamiento dietético;

- bajos niveles de BCAA en plasma, con el fin de buscar un aumento en estos aminoacidos bajo tratamiento con
triheptanoina.

Se obtiene el consentimiento informado para todos los participantes.
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REIVINDICACIONES

1. Precursor de propionil-CoA seleccionado del grupo que consiste en acido graso de siete carbonos, triheptanoina,
heptanoato, 3-cetovalerato y 3-hidroxivalerato para su uso en un método para tratar y/o prevenir una enfermedad por
poliglutamina.

2. Precursor de propionil-CoA para su uso segun la reivindicacion 1, en el que la enfermedad por poliglutamina es la
enfermedad de Huntington.

3. Precursor de propionil-CoA para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
precursor de propionil-CoA es triheptanoina, acido heptanoico o heptanoato.

4. Precursor de propionil-CoA para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el
precursor de propionil-CoA es triheptanoina.

5. Sustancia alimentaria para su uso en un método para tratar y/o prevenir una enfermedad por poliglutamina, en la
que dicha sustancia alimentaria contiene un precursor de propionil-CoA como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes.

6. Sustancia alimentaria para su uso segun la reivindicacidon 5, en la que la enfermedad por poliglutamina es
enfermedad de Huntington.
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Figura 5
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Figura 6
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