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DESCRIPCION
Miméticos dopaminérgicos

La presente invencién se refiere a un procedimiento para proporcionar alivio sintomatico en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson (EP). Mas en particular, la invencién se refiere a las ventajas inesperadas de elevar las
concentraciones en plasma y encefalicas de cuerpos ceténicos para proporcionar alivio sintomatico en el tratamiento
de EP.

La EP fue descrita por vez primera en 1817 como "paralisis agitante" por el médico James Parkinson. Esta
enfermedad es un trastorno neurodegenerativo progresivo que procede de la muerte de células que contienen el
neurotransmisor de monoamina, dopamina, en regiones especificas del encéfalo. Estas areas, la sustancia negra y
las vias neuronales nigroestriatales, son responsables del control fino del movimiento. Esta pérdida de funcion
dopaminérgica produce un sindrome motor de bradicinesia (movimientos lentos), discinesia (movimientos
anomalos), acinesia (rigidez), temblor en reposo e inestabilidad postural. Con frecuencia, la enfermedad provoca
también depresion, demencia, cambios de personalidad y déficits del habla. Los sintomas de la EP se agravan
gradualmente con el tiempo para conducir a una incapacidad motora casi total.

La farmacoterapia actual repone el déficit en la funcién de dopamina estriatal para proporcionar alivio sintomatico de
los déficits motores en EP. Las estrategias farmacoldgicas para este criterio de valoracion incluyen administrar L-
DOPA (el precursor metabdlico de la dopamina), potenciar las concentraciones sinapticas de dopamina usando
inhibidores de recaptacion selectivos, evitar el metabolismo de la dopamina usando inhibidores de la
monoaminooxidasa o de la catecol-O-metiltransferasa o directamente activar receptores de la dopamina usando
agonistas de la dopamina selectivos.

Sin embargo, ninguno de estos farmacos es efectivo a largo plazo y su uso esta asociado a efectos secundarios
graves porque pueden provocar sobreestimulaciéon de los receptores de la dopamina nigroestriatales que se han
hecho “supersensibles” como consecuencia del proceso neurodegenerativo. Estos efectos secundarios incluyen
movimientos motores andmalos (espasmos, contorsiones, estereotipos orofaciales), el sindrome de "on-off"
(periodos de control de movimientos normales seguidos por periodos de rigidez, bradicinesia y temblor), insomnio y
psicosis farmacoinducida.

En el caso de los cuerpos cetoénicos, se sabe que pueden ser usados por el encéfalo como combustibles
metabodlicos alternativos a la D-glucosa y ofrecen beneficios neurolégicos y psiquiatricos. Por ejemplo, se sabe que
los estados neurodegenerativos agudos y crénicos en los mamiferos como, por ejemplo, el ser humano pueden ser
tratados induciendo una cetosis. Dicha cetosis puede proporcionarse por restriccion de la dieta, por ejemplo por
inanicion o exclusion de hidratos de carbono, o por administracion de materiales cetégenos, tales como triglicéridos,
acidos grasos libres, alcoholes (por ejemplo, butano-1,3-diol), acetoacetato y (R)-3-hidroxibutirato y conjugados de
los mismos entre si y fracciones adicionales, por ejemplo, ésteres y polimeros de los mismos. Los materiales
cetdgenos producen asi una cetosis fisioldgicamente aceptable cuando se administran a un paciente.

Las indicaciones terapéuticas adicionales para la aplicacion de cetosis incluyen epilepsia, depresion, ansiedad,
trastorno esquizoafectivo, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de panico, trastorno de ansiedad social, trastorno
de ansiedad generalizado y trastorno por estrés postraumatico, deterioro de la funcién cognitiva resultante de una
neurodegeneracion, dolor, diabetes, distrofias y trastornos mitocondriales. En el caso de epilepsia, se ha aplicado
dieta cetdégena en el tratamiento de convulsiones intratables con cierto éxito durante muchos afios, aunque el
mecanismo por el que se consigue la supresion de las convulsiones no se conoce con certeza.

Veech, en el documento US-6.207.856, describe el uso de cuerpos ceténicos para el tratamiento de la
neurodegeneracion, entre otros, la causada por proteinas toxicas como las encontradas en la enfermedad de
Parkinson. Veech ensefia que dicho tratamiento puede causar también reinervacién debido al efecto neurotréfico en
la regeneracion de axones. Tieu y col. J. Clin. Invest Sept 2003 Vol. 112, n° 6 confirma estudios anteriores de Hiraide
y col. solicitud EP-01/122563.8 de que los cuerpos cetdnicos pueden usarse para proteger las mitocondrias del SNC,
como seria beneficioso en los aspectos inducidos de defecto de fosforilacidon oxidativa de la enfermedad de
Parkinson.

Los autores de la presente invencidon han demostrado ahora de forma sorprendente que el aumento en las

concentraciones plasmaticas de cuerpos ceténicos produce cambios imprevistos en la actividad eléctrica del
encéfalo similares a los evocados por farmacos dopaminérgicos usados para proporcionar alivio sintomatico en el
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tratamiento de la EP y otros trastornos del SNC derivados de déficit de dopamina en el encéfalo. Por ofra parte, la
presente invencion proporciona la ventaja terapéutica adicional de que la cetogenia como tratamiento clinico para EP
tiene lugar sin efecto estimulante lo que indica que la cetogenia estara desprovista de los graves efectos secundarios
dopaminérgicos de movimientos motores anémalos, sindrome de "on-off', insomnio o psicosis farmacoinducida
debido a que los animales no mostraron signos de estimulacién de la conducta debida a activacion de receptores de
la dopamina en las concentraciones plasmaticas terapéuticas predichas de cuerpos cetoénicos.

Asi, mientras el uso en el estado de la técnica de la cetogenia se aplica al tratamiento de la degeneracion, la
presente invencion permite la administracion de materiales cetégenos con el fin de proporcionar un efecto
dopaminérgico, y puede proporcionarse cuando la degeneracion de la sustancia negra y las vias nigroestriatales ha
avanzado mas alla del punto en el que seria de esperar efectividad en la interrupcién de la neurodegeneracion, al
menos en la instauraciéon aguda.

El analisis de los potenciales del campo cerebral ("Tele-Stereo-EEG") ha demostrado ser una herramienta muy
sensible para la caracterizacion de los efectos farmacoldgicos en el sistema nervioso central (Dimpfel y col., 1986).
Después de la administraciéon de un farmaco activo centralmente, los cambios cuantitativos en los potenciales de
campo cerebral pueden considerarse una huella caracteristica de ese farmaco en particular. Se han obtenido
"huellas" de mas de 100 compuestos entre ellos 8 categorias de farmacos establecidas, por ejemplo estimulantes,
sedantes, alucindégenos, tranquilizantes, analgésicos, antidepresivos, neurolépticos y narcoéticos. Dosificaciones
diferentes del mismo farmaco provocan cambios cuantitativos en la potencia eléctrica. Por tanto, esta metodologia
muestra también posibles relaciones dosis-respuesta. La comparacién directa con farmacos de referencia
especificos, o0 mediante analisis discriminante con referencia a una extensa base de datos de estas huellas, permite
la deteccion de cualquier posible semejanza con farmacos establecidos. En general, las "huellas" muestran
diferencias destacadas para farmacos prescritos para diferentes indicaciones y son similares para farmacos con una
indicacion similar (Dimpfel, 2003). Ademas, el patron de cambios EEG en la rata es una herramienta util en la
prediccién de posibles cambios en el espectro de potencia EEG en seres humanos.

Aplicando esta técnica a la cetogenia, en particular la inducida por administracién directa de un material cetégeno tal
como la sal sddica de (R)-3-hidroxibutirato, los autores de la presente invencion han sido capaces claramente de
mostrar cambios EEG consistentes con la accién expuesta anteriormente que son eficaces en el tratamiento
sintomatico de la EP y otros trastornos del SNC derivados de déficit de dopamina en el encéfalo.

Asi en un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona material cetégeno tal como se define en la
reivindicacion adjunta para su uso en un procedimiento de tratamiento de un sujeto que necesita terapia aguda para
el tratamiento agudo de los sintomas de enfermedad de Parkinson, por ejemplo, uno o mas de entre sindrome motor
de bradicinesia (movimientos lentos), discinesia (movimientos anémalos), acinesia (rigidez), temblor en reposo,
inestabilidad postural y déficits del habla que comprende la administracion a dicho sujeto de una dosis
terapéuticamente efectiva de un material cetégeno. Preferentemente la dosis es suficiente para producir una cetosis
terapéuticamente efectiva.

Por tratamiento agudo se incluye en particular el alivio de los sintomas durante el periodo de cetosis, es decir, con la
instauracion de alivio en unos minutos o hasta dos horas desde el inicio de la cetosis. Esto contrasta con el
tratamiento que tiene efecto después de unos dias o meses tal como se contempla en el estado de la técnica.

La cetosis producida es preferentemente un estado en el que los niveles de las concentraciones de acetoacetato y/o
(R)-3-hidroxibutirato en la sangre del sujeto estan elevados. Preferentemente la concentracion total de estos
“cuerpos cetonicos” en la sangre esta elevada por encima de los niveles suministrados normales a entre 0,1 y 30
mM, mas preferentemente a entre 0,2 y 15 mM, y con la maxima preferencia a entre 0,5 y 8 mM. Para el objetivo de
elevar al maximo los niveles de dichos compuestos en el SNC es conveniente saturar el transportador a través del
cual el (R)-3-hidroxibutirato atraviesa la barrera hematoencefalica: esto sucede a entre 1 y 5 mM.

En su interpretacién mas extensa, el material cetégeno puede ser cualquiera de los usados en el tratamiento de
epilepsia refractaria, tales como cremas y grasas combinadas con bajos hidratos de carbono y posiblemente alto
contenido en proteinas, tal como se expone por ejemplo en el documento US-6.207.856 (Veech). Sin embargo, con
el fin de evitar las consecuencias no deseadas de dichas dietas, los materiales preferidos se seleccionan de entre el
(R)-3-hidroxibutirato, las sales, los ésteres y los oligdmeros de los mismos. También se desvelan conjugados de
éstos con otras fracciones fisiolégicamente aceptables, tales como carnitina y otros aminoacidos. Otros materiales
divulgados son precursores metabolicos de cetonas tales como (R)-1,3-butanodiol, triacetina, acidos grasos libres,
triglicéridos y ésteres de sacaridos.
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Se conocen materiales particulares a partir de las siguientes referencias tal como se exponen en la Tabla 1 mostrada
a continuacion. Las dosis y los formatos son tal como se describen en los documentos identificados en la tabla.
Normalmente la cantidad de material cetdgeno necesario puede determinarse midiendo las concentraciones en
sangre mediante el uso directamente de un dispositivo de medida tal como Medisense Precision Extra
(Medisenselnc, 4A Crosby Drive Bedford, MA 01730); BioScanner 2000 (antes llamado MTM BioScanner 1000) de
Polymer Technology Systems Inc. Indianapolis, Indiana. De esta manera puede determinarse la cantidad de cetosis
derivada de una dosis establecida, y la dosis repetida para adecuarse a cada individuo.

Los intervalos tipicos de dosis pueden estar comprendidos por ejemplo en el intervalo de 5 a 5.000 mg/kg de peso
corporal, en particular para un material que contiene (R)-3-hidroxibutirato tal como (R)-3-hidroxibutirato oligémero o
sus ésteres con, por ejemplo, glicerol o (R)-butano-1,3-diol, mas preferentemente de 30 a 2.000 mg/kg de peso
corporal, con la maxima preferencia de 50 a 1.000 mg/kg de peso corporal al dia. Las dosis se suministran
convenientemente con las comidas cuando se administran por via oral, convenientemente antes de o al mismo
tiempo que dichas comidas. Se alcanzan niveles en sangre regulares de forma mas facil con dosis administradas
tres o cuatro veces al dia.

En un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un material cetégeno para la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento agudo de enfermedad de Parkinson. De nuevo, los materiales cetégenos

adecuados son tal como se describe y se ilustra en la Tabla 1.
TABLA 1
Material Tipo Referencia
. R . US-4.579.955
(R)-3-hidroxi-butirato de sodio Salt US-4.771.074
4 a . . Gueldry & Bralet (1994) Metabolic Brain
(R)-1,3-butanodiol Precursor metabdlico Diseases 9(2): 171-181
Acetoacetilbutanodiol Precursor metabélico US-4.997.976
US-5.126.373
BHB dimero y trimero Precursor metabélico JP-5.009.185
JP-2.885.261
Acetoacetiltri-3HB Precursor metabdlico | US-6.207.856
Triglicérido de cadena media Precursor metabdlico | WO-01/82.928
Triolide WO-00/15.216

Precursor metabdlico WO-00/04 895

US-5.420.335
US-6.306.828

WO0-00/14.985
WO-04/077.938

Triglicérido de (R)-3-hidroxibutirato Precursor metabélico

Multimeros/sacaridos de (R)-3-
hidroxibutirato Precursor metabdlico

En particular el medicamento es para el alivio sintomatico agudo del sindrome motor de bradicinesia (movimientos
lentos), discinesia (movimientos anémalos), acinesia (rigidez), temblor en reposo e inestabilidad postural. Como
tratamiento agudo se incluye en particular la reduccion de dichos sintomas durante el periodo en el que los niveles
de cuerpos ceténicos estan elevados, a diferencia del tratamiento de accién mas crénico o retardado propuesto por
el estado de la técnica cuando se interrumpe o se revierte la neurodegeneracion. Otros sintomas de la EP tratados
mediante el presente procedimiento son los cambios de personalidad y los déficits del habla.

Un tercer aspecto de la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento
sintomatico de la enfermedad de Parkinson, que comprende como ingrediente activo un material cetégeno tal como
se define en las reivindicaciones.

La composicion incluye preferentemente materiales diluyentes, excipientes y/o vehiculos.

A continuacion se describira la presente invencion por medio de los siguientes Ejemplos y Figuras no limitativos. A la

vista de los mismos, los expertos en la materia encontraran realizaciones adicionales que se encuadren dentro del
ambito de las reivindicaciones en la presente memoria descriptiva.
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FIGURAS

FIGURAS

Figura 1: Cambios en 24 variables y cambios de frecuencia en regiones encefalicas individuales. La
varianza/covarianza se estimo sobre la base de 88 grupos de parte de nuestras bases de datos de farmacos de
referencia con un total de 674 experimentos realizados en condiciones idénticas. Variables: intervalo de frecuencia -
region encefalica *F>2,10 corresponde a p<0,05 y **F>2,80 corresponde a p<0,01. Para evaluacién de 24 variables:
*F>1,52 corresponde a p<0,05 y **F>1,79 corresponde a p<0,01. Numero de experimentos: n=12 (100 mg/kg); n=12
(300 mg/kg); n=11 (600 mg/kg); n=11 (1.000 mg/kg). Valores F — estadisticas para diversos periodos de tiempo
después de una Unica inyeccion intraperitoneal de BHB de sodio (KTX 0101): 100, 300, 600 6 1.000 mg/kg de peso
corporal.

Figura 2: Accion de vehiculo (n=13) en la potencia eléctrica de cuatro areas de cerebro de rata. Cambios
dependientes del tiempo (cambio porcentual de valores pre-farmaco) en patrones espectrales EEG (60 min cada
uno) durante 300 min después de aplicacion de dosis Unica i.p. Definicion de intervalos de frecuencia: delta (1,25-4,5
Hz, rojo), theta (4,75-6,75 Hz, naranja), alfa1l (7,00-9,50 Hz, amarillo), alfa2 (9,75-12,50 Hz, verde), beta1 (12,75-
18,50 Hz, azul claro), beta2 (18,75-35,00 Hz, azul oscuro).

Figura 3: Accion de BHB 100 mg/kg (n=12) en la potencia eléctrica de cuatro areas de cerebro de rata. Cambios
dependientes del tiempo (cambio porcentual de valores pre-farmaco) en patrones espectrales EEG (60 min cada
uno) durante 300 min después de aplicacion de dosis Unica i.p. Definicion de intervalos de frecuencias véase fig. 2.

Figura 4: Accion de BHB 300 mg/kg (n=12) en la potencia eléctrica de cuatro areas de cerebro de rata. Cambios
dependientes del tiempo (cambio porcentual de valores pre-farmaco) en patrones espectrales EEG (60 min cada
uno) durante 300 min después de aplicacion de dosis Unica i.p. Definicion de intervalos de frecuencias véase fig. 2.

Figura 5: Accion de BHB 600 mg/kg (n=11) en la potencia eléctrica de cuatro areas de cerebro de rata. Cambios
dependientes del tiempo (cambio porcentual de valores pre-farmaco) en patrones espectrales EEG (60 min cada
uno) durante 300 min después de aplicacion de dosis Unica i.p. Definicion de intervalos de frecuencias véase fig. 2.

Figura 6: Accion de BHB 1.000 mg/kg (n=11) en la potencia eléctrica de cuatro areas de cerebro de rata. Cambios
dependientes del tiempo (cambio porcentual de valores pre-farmaco) en patrones espectrales EEG (60 min cada
uno) durante 300 min después de aplicacion de dosis Unica i.p. Definicion de intervalos de frecuencias véase fig. 2.

Figura 7: Semejanza de las "huellas de qEEG" de KTX 0101 (BHB de sodio) en comparacion con diferentes clases
de farmacos usando analisis discriminante durante el periodo "20° a 50° min después de aplicacion de dosis Unica".
Obsérvense los diferentes sombreados para la clasificacion de diferentes acciones de farmacos.

Figura 8: Efecto de inyeccion intraperitoneal de varias dosis de KTX 0101 en concentraciones plasmaticas de (R)-3-
hidroxibutirato (BHB). Curso de accion en el tiempo para grupos de 4-6 ratas. Significativamente diferentes de los
valores de control de referencia para prueba t, *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.

Figura 9: Efecto de inyeccion intraperitoneal de varias dosis de KTX 0101 en concentraciones plasmaticas de
acetoacetato. Aumento 30 minutos después de dosificacion para grupos de 6 ratas. Significativamente diferentes de
los valores de control de referencia para prueba t, *p<0,05, *** p<0,001.

EJEMPLOS
Medidas de EEG

En ratas Fisher adultas (4-6 meses de vida y conversion dia-noche, peso corporal de aproximadamente 400 g) se
implantaron 4 electrodos de acero concéntricos bipolares usando un procedimiento quirdrgico estereotaxico. De
acuerdo con las coordenadas de Paxinos y Watson (1982), los cuatro electrodos se colocaron 3 mm laterales en el
hemisferio izquierdo. Las coordenadas anteriores fueron 12,2, 5,7, 9,7 y 3,7 mm para corteza frontal, hipocampo,
cuerpo estriado y formacion reticular, respectivamente. Se fijé una placa de base que llevaba los electrodos y una
toma de 5 derivaciones al craneo mediante cemento dental a 3 tornillos de acero fijados en el craneo. Se dio a los
animales dos semanas para su recuperacion de la intervencion quirdrgica.
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Se registraron las sefiales EEG de la corteza frontal, el hipocampo, el cuerpo estriado y la formacion reticular y se
amplificaron y procesaron tal como describen Dimpfel y col. (1986). Después del rechazo automatico de artefactos,
se recopilaron las sefiales en barridos de 4 s de duraciéon y se sometieron a transformadas de Fourier rapidas. Se
dividieron los espectros de potencia eléctrica resultantes en 6 intervalos de frecuencia: delta (0,8-4,5 Hz); theta
(4,75-6,75 Hz); alfa1l (7,00-9,50 Hz); alfa2 (9,75-12,50 Hz); beta (12,75-18,50 Hz); beta2 (18,75-35,00 Hz). Se
promediaron los espectros en etapas de 3 minutos cada una y se visualizaron en linea. En un procedimiento fuera
de linea se promediaron los espectros para proporcionar periodos de 15 minutos o mas para posterior analisis
estadistico.

Se administraron cuatro dosis de KTX 0101 ((R)-3-hidroxibutirato de sodio: 100, 300, 600 y 1.000 mg/kg de peso
corporal) (suministrado por Solvias AG, CH 4002 Basilea, Suiza, lote n°% S0O-1058.047.1.120) y un control de
vehiculo (suero salino al 0,9% p/v) por via intraperitoneal a un grupo de 12 animales usando un disefio cruzado con
al menos 3 farmacos entre las aplicaciones. Después de un periodo de pre-farmaco de 45 minutos para registro de
referencia, se observaron los efectos farmacolégicos de forma continua durante 300 minutos. Los cambios en la
potencia eléctrica (UV2/W) se expresan en forma de porcentaje de los valores de pre-farmaco de 45 minutos. Los
valores estadisticos multivariantes se calcularon de acuerdo con Ahrens y Lauter (1974).

Determinacion en plasma de (R)-3-hidroxibutirato y acetoacetato

Se usaron 171 ratas macho Sprague-Dawley (intervalo de pesos 200-250 g) alojadas en un ciclo estandar de
luz/oscuridad. Los animales tenian acceso libre a una dieta estandar en pelets para ratas y a agua del grifo en todo
momento. Se administré KTX 0101 ((R)-3-hidroxibutirato de sodio; 100, 300, 600 y 1.000 mg/kg de peso corporal)
suministrado por Sigma (H6501, Lote 111K2618) por inyeccion intraperitoneal. Los animales de control recibieron el
vehiculo salino al 0,9% apropiado por la misma via. Se sacrificé a los animales con asfixia con CO, 0 h, 0,5 h, 1,0 h
0 2,0 h después de la administracion de la dosis y se recogié una muestra de sangre terminal por puncion cardiaca.
Se tomo sangre en tubos heparinizada con litio y se guardé en hielo antes de la centrifugacion para producir las
muestras de plasma para el analisis.

Los kits de ensayo clinico comerciales para la determinacion de D-B-hidroxibutirato se obtuvieron de Randox
Laboratories (Antrim, RU). El kit cuantific6 NADH a través de la actividad de B-hidroxibutirato-deshidrogenasa

medida como un aumento en el valor de DO340nm. Es necesario un pH alcalino para impulsar el equilibrio de la
reaccion hacia la produccién de NADH y acetoacetato.

pH 8.5

———
Hidroxibutirato + NAD+ NADH + Acetoacetato
pH7.0

Este ensayo espectrofotométrico se modificd para la aplicacion a un formato de microplacas de 96 pocillos. A
continuacién se determind la velocidad de reaccion a partir del incremento en la DO340nm durante 1 minuto de
curso temporal, después de permitir el periodo necesario para que se asentara la velocidad de reaccion.

El ensayo desarrollado para la determinacion de acetoacetato se basé en ensayos clinicos publicados anteriormente
(Li y col., 1980; McMurray y col., 1984). Se prepar6 un tampon de ensayo diferente (Na2PO4 0,1 M ajustado a pH
7,0 con HCI) con el fin de desplazar el equilibrio de la reaccidon hacia la produccion de B-hidroxibutirato y NAD+.
Otras modificaciones incluyeron el uso adicional de oxalato de sodio para una concentracion final de ensayo de 20
mM con el fin de inhibir la lactato-deshidrogenasa (LDH) presente en las muestras de plasma. Por tanto, el reactivo
optimizado final contenia NADH 0,3 mM, oxalato 20 mM, 0,5 U/ml de B-hidroxibutirato-deshidrogenasa y tampon de
fosfato 0,1 M a pH 7,0.

pH7.0 >

NADH + Acetoacetato Hidroxibutirato + NAD+

A

pH8.5
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Se midié el acetoacetato por medio de la reduccion en la DO340nm durante un periodo de 1 minuto después de
permitir que se asentara la velocidad de reaccion.

Resultados
Medidas EEG

La administracion intraperitoneal de suero salino al 0,9% p/v no produjo cambios significativos en el espectro de
potencia EEG en comparacion con los valores pre-farmaco (Fig. 2).

KTX 0101 (100 mg/kg de peso corporal). La administracion de esta dosis mas elevada de KTX 0101 produjo
cambios de frecuencia, especialmente en el hipocampo y algo menos en la formacion reticular. Todas las regiones
mostraron una disminucion de la potencia eléctrica principalmente con respecto a alfa2 y en menor medida con
respecto a las frecuencias delta. En el hipocampo la potencia theta, alfal y beta1l también disminuy6 (Fig. 3). Los
efectos duraron sélo 1-2 horas. Sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos (Fig. 1).

KTX 0101 (300 mg/kg de peso corporal). KTX 0101 300 mg/kg i.p. produjo un patron consistente de cambios de
frecuencia caracterizado por descensos en la potencia alfa2 en todas las regiones encefélicas. Ademas, la potencia
delta cambié en todas las regiones, aunque en menor medida. El patron de cambios (Fig. 4) duré exactamente 2
horas. Los cambios soélo fueron estadisticamente significativos en la formacion reticular (Fig. 1).

KTX 0101 (600 mg/kg de peso corporal). KTX 0101 600 mg/kg i.p. produjo un patrén de cambios similar al
observado después de 300 mg/kg. Los efectos duraron generalmente 2 horas excepto para la formacién reticular,
donde las disminuciones de potencia persistieron durante la tercera hora (Fig. 5). Los resultados fueron
estadisticamente significativos, incluyendo la primera hora en el cuerpo estriado. Considerando las 24 variables (6
frecuencias en las cuatro areas del encéfalo), el efecto global también fue estadisticamente significativo (Fig. 1).

KTX 0101 (1.000 mg/kg de peso corporal). La administracion de KTX 0101 1.000 mg/kg indujo un patrén idéntico de
cambio, aunque con disminuciones mas acusadas de potencia en la tercera hora y, con respecto a la formacion
reticular, en todo el tiempo experimental de 5 horas (Fig. 6). De nuevo, estos cambios fueron estadisticamente
significativos, incluso para la 42 hora en la formacion reticular (Fig. 1).

En resumen, pudieron observarse claros estadisticamente significativos dependientes del tiempo y de la dosis
después de la administracion de KTX 0101 en un intervalo de dosis de 300 a 1.000 mg/kg i.p.

Concentraciones en plasma de (R)-3-hidroxibutirato y acetoacetato

KTX 0101 (100, 300, 600 y 1.000 mg/kg i.p.), cuando se inyecta por via intraperitoneal, produjo aumentos claros
dependientes de la dosis en la concentracion en plasma de (R)-3-hidroxibutirato (Fig. 8). El efecto tuvo lugar
rapidamente después de la inyeccion de KTX 0101 con las elevaciones maximas en (R)-3-hidroxibutirato observadas
en los primeros 30 min en la muestra. Posteriormente, la concentracion de estos 2 cuerpos ceténicos se redujo
rapidamente y recupero los valores de control 1 hora después de la inyeccién de KTX 0101 (Fig. 8). Cuando se
analizaron los niveles en plasma de acetoacetato en las muestras de un subgrupo (24) de estas ratas, KTX 0101
también aumento6 significativamente la concentracion en plasma de acetoacetato 30 min después de la
administracion en dosis de 600 y 1.000 mg/kg (Fig. 9).

Discusion

Una unica inyeccion intraperitoneal de KTX 0101 en el intervalo de 100 a 1.000 mg/kg indujo cambios claros
dependientes de la dosis en el espectro de potencia EEG en ratas en movimiento libre. A dosis de 300 mg/kg, estos
cambios solo fueron estadisticamente significativos en comparacién con un vehiculo en la formacion reticular (Figura
1). Sin embargo en las 2 dosis mas elevadas, se observaron también cambios significativos en la corteza frontal, el
hipocampo y el cuerpo estriado (Figura 1). Los cambios fueron maximos en la primera 1 hora después de la
inyeccion de KTX 0101. Los cambios observados afectaron a todas las frecuencias, excepto en el intervalo beta2,
con los efectos mas sobresalientes en las frecuencias delta y alfa2.

En relacion con los cambios especificos de frecuencia observados, todos los farmacos que actlian para potenciar la

funcion dopaminérgica en el encéfalo, por ejemplo, los precursores de dopamina (L-DOPA), los agentes de
liberacion de dopamina (anfetamina) o los agonistas dopaminérgicos (SKF 38393), reducen las frecuencias delta,

7
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theta y alfa2 (Dimpfel y col., 1987; Dimpfel, 2003). Asi, las disminuciones en la actividad delta, theta y alfa2 estan
también asociadas generalmente con un aumento en la activacion de la conducta y el estado de alerta. La capacidad
de potenciar la funcién dopaminérgica en el encéfalo es el mecanismo terapéutico que usan los principales farmacos
para proporcionar alivio sintomatico en caso de EP, es decir, L-DOPA, inhibidores de la recaptaciéon de dopamina
selectivos, inhibidores de la monoaminooxidasa o la catecol-O-metiltransferasa o agonistas de dopamina selectivos.
La capacidad de KTX 0101 de reducir las frecuencias EEG delta, theta y alfa2 es consistente con la hipétesis de que
este compuesto potencia indirectamente la funcion dopaminérgica en el encéfalo, y como consecuencia de esta
accion, sera beneficioso en el tratamiento sintomatico de la EP y otros trastornos del SNC que se deben a déficit de
dopamina en el encéfalo.

La diferenciacion estadistica de la accién del farmaco es posible también usando la herramienta matematica del
analisis discriminante. Con 6 intervalos de frecuencias y 4 areas diferentes del encéfalo los calculos se realizan con
24 variables. En la Fig. 7 se muestran los resultados para un periodo de tiempo. Debe observarse que ademas de
los 2 ejes de proyeccion, los resultados de la funcion discriminante tercero a quinto se representan mediante el uso
de una mezcla de colores aditivos (similar a la usada en la TV en color). Asi, no s6lo se usa una proyeccion
bidimensional para la clasificaciéon de la “huella”, sino también el color. El anadlisis de los efectos EEG de BHB
también sitia este compuesto en estrecha proximidad con el inhibidor de recaptacion de la dopamina, el agente de
liberacion de cocaina y dopamina, la d-anfetamina (Figura 7), lo que sustenta ain mas la hipotesis de que KTX 0101
sera beneficioso en el tratamiento sintomatico de la EP y otros trastornos del SNC debidos a déficit de dopamina en
el encéfalo.

La clara evidencia de que las elevaciones en las concentraciones de cuerpos ceténicos son responsables de los
efectos observados de KTX 0101 en los patrones EEG procede del analisis farmacocinético de los cuerpos ceténicos
en plasma después de la inyeccion de KTX 0101 (100, 300, 600 y 1.000 mg/kg i.p.). Se evocaron s6lo cambios
significativos en los patrones EEG (Tabla 2) con dosis de KTX 0101, es decir, 300, 600 y 1.000 mg/kg, que
produjeron elevaciones importantes en los niveles en plasma cuerpos cetonicos, es decir, (R)-3-hidroxibutirato y
acetoacetato (Figuras. 8 y 9). Por otra parte, los cambios mas importantes en los patrones EEG tuvieron lugar en el
periodo de 5 a 65 min (Figura 1) lo cual es consistente con los aumentos maximos en las concentraciones en
circulacion de los cuerpos ceténicos (Figuras 8 y 9).
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REIVINDICACIONES

1. Un material cetégeno seleccionado de entre (R)-3-hidroxibutirato, (R)-3-hidroxibutirato oligémero y
ésteres de (R)-3-hidroxibutirato con glicerol o (R)-butano-1,3-diol, para su uso en el suministro de un alivio
sintomatico agudo para los sintomas de la enfermedad de Parkinson resultantes de un déficit de dopamina en el
encéfalo por administracion a una dosis de 50 a 1.000mg/kg de peso corporal al dia para producir una cetosis de tal
manera que la concentracion total de acetoacetato y (R)-3-hidroxibutirato en la sangre se eleva a entre 0,5y 8mM,;

caracterizado porque
la administracion proporciona una dosis terapéuticamente efectiva del material cetégeno para el alivio sintomatico
agudo de uno o mas de los sintomas del sindrome motor de bradicinesia (movimientos lentos), discinesia

(movimientos anémalos), acinesia (rigidez), temblor en reposo, inestabilidad postural y déficits del habla;

donde estos sintomas se reducen durante este periodo de cetosis, con la instauracion de alivio sintomatico en un
maximo de dos horas desde el inicio de la cetosis.
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Fig.1.
Tiempo | 5-65min | 65 -125 min [125 - 185 min{185 - 245 min{245 - 305 min
24 variables
100mg/kg 0,63 0,34 0,57 0,28 0,26
300mg/kg 1,23 1,24 0,55 0,42 0,63
600mg/kg 1,89™* 1,16 0,58 0,47 0,54
1000mg/kg 2,72** 1,07** 1,28 1,27 1,03
Corteza frontal
100mg/kg 0,97 0,45 0,23 0,20 0,27
300mg/kg 2,26 1,92 0,52 0,30 0,60
600mg/kg 4,44** 1,67 0,41 0,36 0,85
1000mg/kg 7,52** 3,18* 2,05 1,20 0,86
Hipocampo
100mg/kg 1,36 0,63 0,65 0,47 0,39
300mg/kg 1,89 1,97 0,70 0,61 0,85
600mg/kg 3.84* 1,94 0,52 0,45 0,19
1000mg/kg 5,00** 2,66* 1,05 0,32 0,54
Cuerpo estriado
100mg/kg 0,54 0,47 0,15 0,16 0,23
300mgrkg | 0,99 0,99 0,55 0,33 0,56
600mg/kg 9.54* 0,72 0,80 0,87 1,50
1000mg/kg 3,80 1,83 0,59 0,27 0,62
Formacion reticular
100mg/kg 1,55 0,54 0,39 0,14 0,31
300mg/kg 3,03* 3,14* 0,65 0,24 0,70
600mg/kg 4,84™* 3,10* 0,62 0,22 0,35
1000mg/kg 6,28** 5,12** 2,57* 272* 2,26
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Fig.8.
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