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DESCRIPCION
Tratamiento de la fatiga muscular

Campo de la invencién

Esta invencion se refiere al tratamiento de la fatiga o disfuncion muscular, en particular al tratamiento de la
enfermedad cardiovascular y, en particular, de la insuficiencia cardiaca.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad cardiovascular es la causa principal de muerte en pacientes con diabetes tipo 2, " la cual ha reducido
la supervivencia tras infarto de mlocardlo e insuficiencia cardiaca congestiva e isquemia silente en comparacion con
participantes de control no diabéticos."? La diabetes mellitus tipo 2 es un trastorno metabdlico cronico caracterizado
por la resistencia a la insulina, hiperglucemia, hiperinsulinemia y elevada concentracién en plasma de aC|dos rasos
libres, con escaso control glucémico asociado a un aumento del riesgo de insuficiencia cardiaca.”” Las
intervenciones terapéuticas que normalizan el metabollsmo de los lipidos y la glucosa reducen la incidencia de la
enfermedad cardiovascular en pacientes con diabetes,* siendo el control metabdlico de las diabetes el factor
predictivo mas importante de la morbilidad y mortalidad cardiovasculares.’

En el corazén adulto normal se metabolizan acidos grasos libres, glucosa y lactato para la producmon de ATP en las
mitocondrias. Sin embargo, en eI corazoén diabético la oxidacion de glucosa y lactato dlsmlnlnuye y aumenta la
oxidacion de los acidos grasos, " aumentando el requerimiento de oxigeno por molécula de ATP producida. 2478 | os
estudios de tomografia por emision de positrones han demostrado que los pacientes con diabetes tipo 2 han
reducido las velocidades de flujo sanguineo miocardico en reposo y han disminuido las velocidades de captacion de
la fluorodesoxiglucosa, 10 aunque poco se sabe del metabolismo cardlaco de los fosfatos de alta energia en estos
pacientes. Analogamente el flujo sanguineo musculo esqueletlco y el transporte transmembrana y la oxidacion de
la glucos,a112 1se reducen en la diabetes. Los pacientes con diabetes tlpo 2 tienen una tolerancia I|m|ta3da al
ejercicio, que se ha asociado a una disminucion del control glucemlco y a la enfermedad microvascular.

El documento WO00/64876 desvela derivados de triaril acido que modulan la funcién de receptores activados por el
proliferador de peroxisoma (PPAR), para reducir los niveles de triglicéridos y, por tanto, para tratar trastornos
asociados a altos niveles de triglicéridos, incluyendo la diabetes.

El documento WOO01/74834 desvela compuestos especificos que inhiben a los transportadores de glucosa
dependientes del sodio y se pueden usar, por tanto, para tratar la diabetes y complicaciones asociadas.

El documento W002/028857 desvela compuestos especificos que pueden actuar como antidiabéticos. Se indica que
los compuestos tienen multiples actividades que incluyen la reduccion de triglicéridos y acidos grasos libres en el
plasma.

El documento W099/24451 desvela derivados de la adenosina que inhiben la lipdlisis y, por tanto, reducen los
niveles de acidos grasos libres.

El documento WO01/51645 desvela polipéptidos que reducen los niveles de acidos grasos libres, con el fin de
reducir la masa corporal.

Si bien el estado de la técnica desvela que la reduccion de los niveles de acidos grasos libres es deseable en el
tratamiento o la prevencion de la diabetes y sus complicaciones asociadas, no hay menciéon alguna de que tal
reduccion de los niveles de acidos grasos libres se pueda usar para el tratamiento de la fatiga o disfuncién muscular.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de que el metabolismo cardiaco de los fosfatos de alta
energia se ve modificado significativamente en pacientes con diabetes tipo 2, a pesar de una funcién y una
morfologia cardiaca aparentemente normales. Las modificaciones del metabolismo de los fosfatos se correlacionan
con las concentraciones de acidos grasos libres circulantes y de glucosa. Por el contrario, la oxigenacion y la
energia musculo esquelética son normales en reposo, pero la desoxigenacion y la pérdida de fosfocreatina son mas
rapidas durante el ejercicio y la reoxigenacion y la recuperacion de fosfocreatina son mas lentas tras el ejercicio.
Estos descubrimientos sugieren que las modificaciones de la energia musculo esquelética y cardiaca aparecen
precozmente en la patofisiologia de la diabetes tipo 2 y estas asociadas a modificaciones de los sustratos
metabodlicos. Los descubrimientos sugieren que una reduccion de los acidos grasos libres puede ser util en el
tratamiento de la disfuncion muscular en general, y de la disfuncion muscular cardiaca, en particular. Asimismo, la
reduccion de los acidos grasos libres puede ser un objetivo deseable en el tratamiento de trastornos asociados a la
disfuncion mitocondrial. El tratamiento de la disfuncion muscular cardiaca es distinto del tratamiento de la
enfermedad cardiovascular, que es causada por el desarrollo de placas arteroescleréticas en la vasculatura; la
presente invencion, por el contrario, implica la reparacion (o la prevencion del dafio) del musculo cardiaco.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se usa un compuesto que reduce el nivel de acidos grasos libres
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circulantes en el plasma de un sujeto para el tratamiento o la prevencion de la fatiga o disfuncion muscular
(particularmente cardiaca o musculo esquelética), comprendiendo el compuesto un éster de cuerpos cetonicos.

El compuesto se puede usar en pacientes que padecen en particular cualquiera de las siguientes afecciones:
diabetes, insuficiencia cardiaca, hipopirexia, hipertiroidismo sindrome metabdlico X, fiebre e infeccion.

El compuesto se puede administrar en cualquier forma adecuada y por cualquier via de administracion adecuada. En
una realizacion, el compuesto se puede administrar en un complemento para alimentos o bebidas.

En una realizacién preferente, el éster de cuerpos ceténicos induce una cetosis leve.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, una composicion liquida para rehidratacion durante o después
del ejercicio comprende agua, un carbohidrato de tipo azticar y un compuesto que reduce los acidos grasos libres
circulantes en el plasma sanguineo que es un éster de cuerpos cetonicos.

Descripcion de las figuras

La presente invencion se describe con referencia a las figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1 muestra un espectro normal de RM ¥p cardiaco procedente de un control normal (espectro superior)
y de un paciente con diabetes tipo 2 (espectro inferior), que muestra la menor relacion PCr/ATP en el paciente;
2,3-DGP, (2,3-difosfoglicerato), PDE (fosfodiésteres), PCr (fosfocreatina) a,, e y indican los tres grupos fosfatos
del ATP;

La Figura 2 es un grafico que muestra los niveles de fosfatos de alta energia, expresados como la relacion de la
PCr con respecto al ATP (PCr/ATP); se muestran las lineas de tendencia para guiar al observador;

La Figura 3 es un grafico que muestra la tolerancia al ejercicio musculo esquelético, expresada como el tiempo
de ejercicio, en pacientes con diabetes tipo 2 (n = 21) y en participantes control (n = 15); el numero de
participantes que hacen ejercicio se representa para cada minuto de ejercicio, mostrando que los pacientes
fueron incapaces de hacer ejercicio durante el mismo tiempo que los controles

La Figura 4 es un grafico que muestra los espectros normales de RM *IP del musculo de la pantorrilla
procedentes de un participante control y de un paciente con diabetes tipo 2 en reposo (cuadro superior, nimero
de barridos = 64), del mismo paciente al final del ejercicio y el mismo participante control equivalente en un
tiempo equivalente (5,1 min) de ejercicio (cuadro inferior, nimero de barridos = 16); Pi (fosfato inorganico), PDE
(fosfodiésteres), PCr (fosfocreatina), a, § y y indican los tres grupos fosfatos del ATP; el pH citosoélico se calculd
a partir del desplazamiento quimico del Pi con respecto a la PCr; la abscisa muestra el desplazamiento quimico
en partes por millon (ppm); y

La Figura 5 muestra los tiempos de ejercicio relacionados con los niveles de HbA1c y con las velocidades de
desoxigenacion musculo esquelética durante el ejercicio en pacientes con diabetes tipo 2 (n = 14) y en
participantes control (n = 12); se muestran las lineas de tendencia para guiar al observador.

Descripcién de la invencion

El término "PCr" usado en el presente documento se refiere a la fosfocreatina; el término "PDE" se refiere a
fosfodiésteres; y el término "ATP" se refiere al adenosin trifosfato, como apreciara el experto en la materia.

La presente invencion muestra que el metabolismo de los fosfatos de alta energia esta alterado significativamente
en el musculo esquelético y cardiaco en pacientes con diabetes tipo 2 que tienen una funcién y una morfologia
cardiaca aparentemente normales. Las relaciones PCr/ATP se correlacionan de forma negativa con los acidos
grasos libres circulantes en todos los participantes del ensayo y de forma positiva con la glucosa en plasma en
pacientes con diabetes. Asimismo, se encontré una pérdida mas rapida de la PCr musculo esquelética junto con una
disminucion del pH y una desoxigenacion durante el ejercicio en pacientes con diabetes y una recuperacion mas
lenta de la PCr tras el ejercicio; los tiempos medios de recuperacion de la PCr se correlacionan con los tiempos de
reoxigenacion para todos los participantes.

Metabolismo cardiaco

La hiperinsulinemia, la hiperglucemia y un aumento de anomalias de los I|p|dos y las lipoproteinas asociados a la
diabetes tipo 2 pueden influir de forma negativa en el rendimiento miocardico,* si bien en las etapas tempranas de la
diabetes mellitus, Ia funcién sistélica se mantiene con frecuencia a pesar de los camblos en el metabolismo del
sustrato cardiaco.’® Se desconoce si los cambios en eI sustrato en la diabetes mellitus>*” modifican el metabolismo
miocardico de los fosfatos de alta energia. La ERM *'P es la unica herramienta no invasiva para la medicién del
metabolismo de los fosfatos de alta energia en el corazén humano, si bien se limita a la medicién de la relacion
PCr/ATP en estudios rutinarios en paC|entes A pesar de la |nforma0|on limitada que se puede obtener del corazon
humano, en comparacioén con la ERM *'P de corazén aislado® y del musculo esqueletlco ® un estudio de ERM *'pP
de pacientes con cardiomiopatia dilatada ha mostrado que una baja relaciéon PCr/ATP cardiaca es un fuerte factor
predictivo de la mortalidad total y cardiovascular, superior a la medicion de la fraccién de eyeCC|on 8 Los estudios de
la presente invencion revelaron que la relacion PCr/ATP miocardica era un 35 % inferior en pacientes con diabetes
tipo 2, los cuales tenian una funcién cardiaca normal, que en los controles sanos. La relacion PCr/ATP se
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correlacionaba de forma negativa con las concentraciones en plasma de acidos grasos libres en todos los
participantes ya que las concentraciones de acidos grasos libres no estaban bajo un estricto control metabdlico
(Figura 2). Un aumento de la disponibilidad de aC|dos grasos da como resultado un aumento de la captacion y
oxidacion de acidos grasos libres en las mitocondrias,? y un aumento de la expresién de proteinas desacoplantes
(UCP) mitocondriales,’ dlsmlnuyendo ambos la cantidad de ATP producido por molécula de oxigeno consumida en
la cadena de transporte electronlco mitocondrial®'® Por tanto, el corazén diabético presenta un aumento del
requerimiento de oxigeno.®

La hiperglucemia que aparece en la diabetes se sabe que compensa la capacidad para el transporte de la glucosa
miocardica dafiada.” La captacion de glucosa es importante para la produccion de ATP glucolltlco durante la
isquemia, ya que una baja captacién de glucosa aumenta la lesién isquémica en eI corazon ® Los pacientes con
diabetes tipo 2 tienen menores velocidades de captacién de la quorodesomqucosa menores f|UjOS sanguineos
miocardicos en reposo9 y una mayor incidencia de isquemia silente.” En el estudio que se detalla mas adelante, las
menores relaciones PCr/ATP en los pacientes que tenian menores concentraciones de glucosa en plasma sugerian
que una reduccion de la disponibilidad de glucosa podria tener una captacion de glucosa limitada. Si bien los niveles
de lactato en plasma era un 40 % superiores en los pacientes diabéticos, y el lactato es un sustrato metabdlico para
el corazon, la falta de una correlacién entre los niveles de lactato y la relacion PCr/ATP era debida p05|blemente a
que la oxidacion del lactato es inhibida en mayor grado que la oxidacién de la glucosa en el corazén diabético. 20

Metabolismo musculo esquelético

Aunque el metabolismo cardiaco de los fosfatos de alta energia era andémalo en los pacientes con diabetes, los
resultados del estudio descubrieron que el pH, la oxigenacion y la energia musculo esquelética era normales en
reposo. Todos los participantes se fatigaron tras la misma desoxigenacion de los tejidos y con la misma pérdida de
PCr, aumento del ADP libre y al mismo pH acido. Esto sugiere que la disponibilidad o el metabolismo del sustrato y
los niveles de glucdégeno no estaban limitando los cambios de la energia musculo esquelética. Adicionalmente, se
encontré una pérdida mas rapida de PCr y una disminucion del pH durante el gjercicio con una recuperacion de la
PCr mas lenta tras el ejercicio en los pacientes con diabetes. Los tiempos medios de recuperacion de la PCr se
correlacionaban con la glucosa y la HbA+ en plasma, pero no con las concentraciones de lactato o acidos grasos.
Sin embargo, la desoxigenacion era mas rapida durante el ejercicio en los pacientes con diabetes y la reoxigenacion
era mas lenta tras el ejercicio y se correlacionaba con los tiempos medios de recuperacion de la PCr, sugiriendo que
la disponibilidad de oxigeno en los tejidos estaba limitando la produccion de ATP. Se han asociado niveles elevados
de HbA1. a complicaciones microvasculares, 32122 y a una disminucion de la capacidad de hacer ejerC|C|o 2 En el
estudio indicado mas adelante, los tiempos de ejercicio y los tiempos de reoxigenacion se correlacionan con los
niveles de HbA, indicando que una oxigenacion musculo esquelética andmala en los pacientes con diabetes podria
estar relacionada con la enfermedad microvascular. En pacientes diabéticos con claudicacion intermitente, la
reoxigenacion musculo esquelética era ~ 4 veces mas prolongada que en participantes normales y proporcionaba
una med|C|0n mas sensible de una claudicacion de la parte inferior de la pierna que las mediciones de la presién en
el tobillo.” Consecuentemente, la enfermedad microvascular puede explicar la mayoria, si no todas, de las
anomalias en el metabolismo musculo esquelético de los fosfatos de alta energia que se observaron en pacientes
con diabetes.

La que sigue es una lista no exhaustiva de las afecciones que estan asociadas a altos niveles de acidos grasos
libres. Los pacientes con los trastornos siguientes se podrian beneficiar del tratamiento con compuestos que
reducen los niveles de acidos grasos libres: Enfermedades neurodegenerativas que incluyen, si bien no se limitan a
las mismas, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, corea de Huntington; estados hipdxicos que
incluyen, si bien no se limitan a los mismos, angina de pecho, esfuerzo fisico extremo, claudicacion intermitente,
hipoxia, apoplejia, infarto de miocardio; estados de resistencia a la insulina que incluyen, si bien no se limitan a los
mismos, infeccion, estrés, obesidad, diabetes, insuficiencia cardiaca; y estados inflamatorios que incluyen, si bien no
se limitan a los mismos, infeccion, enfermedad autoinmune.

Estudios adicionales han demostrado una correlacion positiva entre los acidos grasos I|bres (AGL) circulantes y los
niveles de proteinas desacoplantes mitocondriales UCP-2 (* = 0,42; P < 0,001) y UCP-3 (r* = 0,22; P < 0,05) pero
no se encontrd correlacion con ningun otro metabolito plasmatico. Esto sugiere que un aumento de los AGL
circulantes en humanos aumenta la expresion de las UCP y por tanto, disminuye la eficacia cardiaca. Una reduccion
de los AGL circulantes en pacientes, por tanto, puede proporcionar un nuevo tratamiento para la insuficiencia
cardiaca que aumente la eficacia del trabajo cardiaco hidraulico.

La que sigue es una lista no exhaustiva de las afecciones que estan asociadas a la disfuncion mitocondrial. Los
pacientes con los trastornos siguientes se podrian beneficiar también del tratamiento con compuestos que reducen
los niveles de acidos grasos libres en la sangre:

Hipertension esencial
Cardiomiopatia

Distrofia muscular congénita
Inmune (hipertirodismo)
Intolerancia a la fatiga y al ejercicio
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Hipertension

Enfermedad renal

Longevidad (envejecimiento)
MELAS (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica, y episodios similares a la apoplejia)
Sordera

Lipomatosis simétrica multiple
Mialgias

Mioglobinuria

Sindromes miopaticos
Neoplasias (cancer)

Atrofia 6tica
Rabdomiolisis:ADNmt

Muerte subita del lactante (MSL)
Enfermedad de Wilson

El experto en la materia reconocera que hay muchos compuestos que son conocidos por reducir los niveles de
acidos grasos en el plasma sanguineo. Por ejemplo, los compuestos divulgados en las publicaciones de patente
internacional (PCT) WO-A00/64876, WO-A-01/74834 y WO-A-02/028857 se pueden usar en combinacion con el
éster de cuerpos cetdnicos de la presente invencion. Compuestos adecuados dan como resultado una reduccion de
los niveles de acidos grasos libres de al menos un 5 %, mas preferentemente de al menos un 20 %, y siendo lo mas
preferente de al menos un 30 %.

El medicamento se puede preparar en cualquier formulaciéon convencional para administracién por via oral, mucosa,
pulmonar, intravenosa u otra forma de administracion. Las cantidades adecuadas seran evidentes para el experto en
la materia, dependiendo de la gravedad de la afeccidon que se va a tratar, de la edad y el peso del paciente, tal y
como apreciara el experto en la materia.

En un aspecto de la invencién, se proporciona una composiciéon para la rehidratacion durante o después del
ejercicio, comprendiendo la composiciéon agua, un carbohidrato de tipo azucar y un compuesto que es un éster de
cuerpos cetonicos, que reduce los niveles de acidos grasos libres en el plasma de un paciente. La composicion
puede comprender también aromatizantes, colorantes y conservantes adecuados, tal y como apreciara el experto en
la materia. El carbohidrato de tipo azicar esta presente como fuente de energia, y los azicares adecuados son
conocidos, incluyendo la glucosa y la trehalosa.

El éster de cuerpos cetonicos se puede usar en un procedimiento para el tratamiento o la prevencion de la fatiga o
disfuncién muscular, particularmente del musculo esquelético o cardiaco. El procedimiento se lleva a cabo mediante
la administracion de un éster de cuerpos cetonicos a un sujeto.

El compuesto se administrara normalmente en una cantidad para conseguir una concentracion circulante de 10 nm a
2 um, preferentemente de 100 nm a 500 nm.

La medicion de los acidos grasos libres se puede conseguir mediante procedimientos conocidos en la técnica, y que
se divulgan en el presente documento.

El siguiente ejemplo ilustra la invencion con referencia a las figuras adjuntas.
Ejemplo
Participantes y protocolo

Se incluyeron en este estudio pacientes con diabetes tipo 2 (n = 21) con edades entre los 18 y los 75 afios, sin
evidencia de enfermedad cardiovascular ni evidencia de isquemia detectable mediante ECG. Solo a cinco pacientes
se les controld la dieta, 6 pacientes fueron tratados cada uno bien con un farmaco de sulfonilurea o bien con
metformina, y 4 pacientes fueron tratados con metformina y una sulfonilurea. Se excluyeron los pacientes con
terapia de insulina. Los pacientes se emparejaron por edad, sexo e indice de masa corporal con participantes control
sanas (n = 15).

Todos los procedimientos se efectuaron el mismo dia, a la misma hora del dia, para cada participante. Los
participantes ayunaron por la noche durante 12 h antes de la extraccion de las muestras de sangre y las
ecocardiografias. Tras un pequefio desayuno, se efectuaron protocolos de espectroscopia de resonancia magnética
(ERM) musculo esquelética (ejercicio) y cardiaca (reposo), y los participantes almorzaron después. Para las
mediciones de espectrofotometria de infrarrojo cercano (NIRS) de la oxigenacion muscular, se repitio el protocolo de
ejercicio ERM fuera del iman ya que la sonda de NIRS era magnética. Los episodios de ejercicio ERM y NIRS se
separaron mediante 2 horas de reposo ambulatorio y 30 minutos de reposo en posicién supina, para asegurar que
todas las variables eran estables.
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Anadlisis de sangre y ecocardiografias

Se extrajo sangre en ayunas para determinar los niveles de glucosa y de hemoglobina glucosilada (HbA1c), los
perfiles lipidicos y los niveles de acidos grasos libres (ensayo enzimatico Wako NEFA C, Wako Chemicals, Neuss,
Alemania). Puesto que el escaner de resonancia magnética (RM) de los inventores era capaz de efectuar la
espectroscopia RM, pero no un analisis preciso de la funciéon ventricular izquierda, los inventores evaluaron la
funcién cardiaca usando un ecocardiografo SONOS 5500 (Hewlett Packard, Bracknell, GB). Las dimensiones del
ventriculo izquierdo y el indice de masa se obtuvieron usando una ecocardiografia en modo M, y se calcul6 la
fraccion de eyeccion a partir de los voliumenes del ventriculo izquierdo, derivados usando la regla de Simpson
modificada. La funcion diastdlica (velocidad de flujo precoz (E) y contraccion auricular tardia (A); E:A); se evaluo
mediante la adquisicién de un trazo de registro Doppler pulsado a través de la valvula mitral, con el volumen de la
muestra posicionado justo encima de las puntas de las valvas de la valvula mitral.

Medicion del metabolismo muscular cardiaco

Se midié el metabolismo cardiaco de los fosfatos de alta energia usando ERM 'P sobre un iman de cuerpo entero
de 2 teslas (Oxford Magnet Technology, Eynsham, GB) que estaba interconectado con un espectrometro Bruker
Avance (Bruker Medical GmbH, Ettlingen, Alemanla) La ERM *'P cardiaca se realiz6 con el participante en posicion
prono, tal y como se ha descrito prewamente * Brevemente, los part|<:|pantes se colocaron con el corazéon en el
isocentro del iman, lo que se confirmé usando imagenes de protdn (H) espin-eco multicorte convencionales
adquiridas con una bobina de superficie rectangular doble colocada alrededor del pecho (tiempo de relajacion TR =
velocidad cardiaca, tiempo del eco TE = 25 ms, grosor del corte = 10 mm, espaciado de 15 mm). Una vez verificada
la posicion, la bobina se sustituyé por una bobina de superficie de proton circular (diametro 15 cm) y el ajuste de
homogeneldad se efectud para optlmlzar la homogeneidad del campo magnético sobre el corazén. Finalmente, se
us6 una bobina de superficie de ¥'P (diametro 8 cm) para adquirir espectros cardiacos usando una secuencia de
imagenes de desplazamiento quimico unidimensional (1 D-CSI) de corte selectivo, que incluyen la presaturacion
espacial del musculo lateral (Figura 1). Se excité entonces un corte transversal de 8 cm de espesor, seguido de la
codificacion de la fase unidimensional en el pecho para subdividir las sefiales en 64 capas coronarias, cada una de
1 cm de espesor (TR = velocidad cardiaca, 16 promedios). Todas Ias adquisiciones de los espectros de H y ¥p
estaban sincronizadas con el ritmo cardiaco y la saturacion correglda * Alos espectros se les aplico la transformada
de Fourier, y se aplicd una ampliacion de la linea de 15 Hz. Los espectros se ajustaron usando un programa de
ajuste en el dominio de la frecuencia interactiva disefiado para tal fin. Tras el ajuste, se corrigié el area del pico del
ATP por la contaminacion sanguinea de acuerdo con la amplitud del pico del 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), y las
relaciones fosfocreatina (PCr)/ATP Y] fosfodiéster (PDE)/ATP se calcularon y se corrigieron por la saturacion tal y
como se ha descrito anteriormente.’ Las diferencias de desplazamiento quimico entre los picos de los a- y -
fosfatos del ATP se usaron como una medicion de las concentraciones de magnesio libre intracelular.

Mediciones del metabolismo musculo esquelético

Se efectud una ERM *'P del musculo gastrocnemio derecho usando un iman de 2 teslas (véase mas arriba) con el
participante en posicion suplna y una bobina de superficie con un diametro de 6 cm bajo el musculo, tal y como se
ha descrito prewamente1 Los espectros se adquirieron usando un retardo entre pulsos de 2 s en reposo (64
barridos/espectro) y durante el ejercicio y recuperacion (16 barrldos/espectro) El masculo se ejercité mediante
flexién plantar frente a un peso normalizado (10 % de la masa corporal magra) a 0,5 Hz a través de una distancia de
7 cm, con un posterior aumento adicional del peso (2 % de la masa corporal magra por minuto), y los participantes
se ejercitaron hasta que se fatigaron. Las concentraciones relativas de fosfato inorganico, PCr y ATP se obtuvieron
usando una rutina de ajuste en el dominio del tiempo (VARPRO, R. de Beer, Delft, Holanda) y se corrigieron por la
saturacion parC|aI Las concentraciones absolutas se obtuvieron asumiendo que la concentracion del ATP citosoélico
era de 8,2 mmol.I" de agua intracelular y el pH intracelular se calcul6 a partir del desplazamiento quimico del pico
del Pi con respecto al de la PCr (8Pi, medido en partes por millén, ppm), usando la ecuacion:

pj — 327
H =675 +log 2=
PE=6,75 108 5,69 — dPi

Las diferencias de desplazamiento quimico entre los picos de los a- y B-fosfatos del ATP se usaron como una
medicion de las concentraciones de magnesio libre |ntracelular Se calculé [ADP] C|tosoI|co libre a partir del pH y de
[PCr] usando una constante de equmbrlo de la creatina cinasa'’ (ch) de 1,66 x 10°.M y asumiendo un contenido de
creatina total normal de 42,5 mmol.I”, usando la ecuacion:

[ATP][[creatina total]
[PCAH K,

[ADP]=
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Al final del ejercicio, puesto que la glucogenolisis se habia detenido y la resintesis de la PCr era puramente
oxidativa, el analisis de la recuperacion de la PCr proporcioné informacién sobre la funciéon mitocondrial. Los tiempos
medios de recuperacion de la PCr y del ADP, y las velocidades iniciales de recuperacion de la PCr, se calcularon tal
y como se ha descrito previamente.1

Mediciones de la oxigenacion musculo esquelética

La saturacion muscular de oxigeno (SmO;) se midié usando NIRS de longitud de onda dual (INVOS 4100 Oximeter,
Somanetics, Troy, EE.UU.), con el emisor de luz y dos sensores situados sobre la cabeza medial del musculo
gastrocnemio derecho."” La SmO; se determiné usando la relacion de absorbancia a las longitudes de onda de 733
nm y 809 nm, que estimd la hemoglobina desoxigenada y la suma de la hemoglobina desoxigenada y la
hemoglobina oxigenada, respectivamente. La SmO; se midid en el tejido profundo, predominantemente a una
profundidad de 2 cm, dependiendo esto de la diferenciacion entre absorciones a las distancias entre los optrodos de
3 y 4 cm. Segun se determind mediante tal resolucion espacial, la SmO- era pequeiia, si es que habia, influida por el
flujo sanguineo cutaneo y subcutaneo.” En el musculo, ~ 75 % de la sangre estad en vénulas o venas, y el
espectrofotometro INVOS 4100 se habia calibrado frente a una saturacion tisular de oxigeno en sangre arterial
(25 % de la sefial) y de la vena yugular interna (75 % de la sefial). Con el NIRS de longitud de onda dual del masculo
esquelético espacialmente resuelto, la saturacion del 100 % se refiere a la oxigenacion total de la hemoglobina y la
mioglobina, ya que la mioglobina atenua la luz del infrarrojo cercano con un espectro de absorciéon comparable al de
la hemoglobina. Las mediciones de NIRS se efectuaron en 12 participantes control y en 14 pacientes con diabetes
tipo 2.

Andlisis estadistico

El analisis de los datos comparando los pacientes con diabetes tipo 2 y los participantes control se efectué usando el
ensayo t de Student y se determinaron las correlaciones entre los grupos de datos usando el coeficiente de
correlacion de Pearson. Los datos se presentan como la media +* error tipico de la media (ETM). Se considerd la
significancia estadistica a p < 0,05.

Resultados
Caracteristicas de los pacientes y resultados de las ecocardiografias

No hubo diferencias significativas en cuanto al sexo, edad o indice de masa corporal entre los pacientes con
diabetes tipo 2 y los participantes control (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes y parametros de las ecocardiografias, y concentraciones de metabolito en
sangre en ayunas, en participantes control (n = 15) y pacientes con diabetes tipo 2 (n = 21).

Participantes control Pacientes diabéticos

Numero de varones (% de n) 11 (73 %) 15 (71 %)
Edad (afios) 52+3 57+2
indice de masa corporal (IMC, kg.m'z) 252+0,4 28,6 £0,5
Duracion de la diabetes (afios) - 3,3+0,6
Presion sanguinea sistélica (mm Hg) 126+ 5 13313
Presion sanguinea diastolica (mm Hg) 762 74+ 2
Yelocidad cardiaca media (latidos. min” 705 68 +2

)

LVESD (cm) 2,8+0,2 3,0+£0,2
LVEDD (cm) 43+0,2 49+0,2
IVSD (cm) 0,8+0,1 1,1+0,1
LVMI (g.m™®) 141 +19 141 + 10
E/A 1,29 £ 0,05 0,98+ 0,12
FE 0,60 + 0,02 0,61+ 0,06
HbA1c (%) 5,7+0,1 8,3 £ 0,4**
Glucosa (mmol.I") 5,1+0,1 9,5 + 0,6%**
Acidos grasos libres (mmol.l'1) 0,40 + 0,05 0,55 + 0,04*
Lactato (mmol.l'1) 1,1+0,2 1,5+0,1*
Colesterol (mmol.l'1) 49+0,2 47+0,3
Triglicéridos (mmol.l'1) 1,4+0,2 1,8+0,2
Colesterol HDL (mmol.I"") 1,3+0,1 1,1+0,1

Datos expresados como media + ETM. LVESD, diametro del ventriculo izquierdo al final de la sistole; LVEDD,
diametro del ventriculo izquierdo al final de la diastole; IVSD, diametro del septum interventricular; LVMI, indice de
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masa del ventriculo izquierdo; E/A relaciéon de la velocidad de flujo precoz con respecto a la contraccion auricular
tardia; FE, fraccion de eyeccion. HbAic, hemoglobina glucosilada; HDL, lipoproteinas de alta densidad. *, p < 0,05;
*** p < 0,001 vs control. La duraciéon media de la diabetes tipo 2 era de 3,3 + 0,6 afios desde el momento del
diagndstico. Las presiones sanguineas sistdlica y diastdlica y las velocidades cardiacas eran similares en los dos
grupos. La ecocardiografia mostré una funcion sistolica y diastélica del ventriculo izquierdo normal en pacientes sin
anomalias en el espesor o el diametro de la camara del ventriculo izquierdo, o en cualquier otro parametro (Tabla 1).
Los pacientes con diabetes no tenian historial de enfermedad cardiovascular ni signos clinicos de alteracién del flujo
sanguineo musculo esquelético o cardiaco.

Parametros sanguineos

Los niveles de HbAic y glucosa en sangre en ayunas eran 1,5 veces y 1,9 veces mayores, respectivamente, en
pacientes con diabetes tipo 2 que en los controles (Tabla 1). Los niveles en plasma de acidos grados libres eran 1,4
veces mayores en pacientes diabéticos, al igual que los niveles de lactato. El colesterol total, los triglicéridos y el
colesterol HDL eran normales en los pacientes con diabetes.

Metabolismo cardiaco de los fosfatos de alta energia

La Figura 1 muestra ejemplos normales de espectros de RM 3P cardiacos de un participante normal (PCr/ATP =
2,35) y de un paciente con diabetes tipo 2 (PCr/ATP = 1,35). La relacion PCr/ATP cardiaca media era de 2,30 + 0,12
en los participantes control, pero era un 35 % menor, de hasta 1,50 + 0,11 (p < 0,001), en pacientes con diabetes.
Las relaciones PCr/ATP se correlacionaban de forma negativa con las concentraciones en plasma de acidos grasos
libres en todos los participantes (r2 = 0,32; p < 0,01; Figura 2), y de forma positiva con las concentraciones de
glucosa en plasma en ayunas en pacientes diabéticos (r2 = 0,55; p < 0,05; Figura 2), pero no habia correlaciones con
los niveles de lactato o HbA+ en plasma. Las relaciones PDE/ATP eran las mismas en los controles (0,51 + 0,06) y
los pacientes diabéticos (0,51 + 0,12), al igual que las diferencias de desplazamiento quimico entre los picos de los
a- y B-fosfatos del ATP, siendo de 8,3 + 0,4 y 8,5 + 0,1 ppm para los controles y para los pacientes diabéticos,
respectivamente.

Metabolismo musculo esquelético de los fosfatos de alta energia

Los inventores descubrieron que los tiempos de ejercicio promedio para los pacientes con diabetes eran un 32 %
mas cortos, de 7 min, en comparacion con los participantes control de 11 min (Tabla 2 y Figura 3).

Tabla 2. Metabolitos de la energia musculo esquelética, pH y oxigenacién en reposo, durante el gjercicio y al final del
gjercicio en participantes control y en pacientes con diabetes tipo 2.

Participantes control Pacientes diabéticos

Reposo Final del ejercicio Reposo Final del ejercicio

PCr (mmol.I™) 34 +1 17 £2 35+ 1 18 +2
Pi (mmol.I") 46+0,2 - 47+0,1 -
pH 7,04 £ 0,01 6,90 + 0,04 7,04 £ 0,01 6,84 + 0,05
ADP (umol.I") 152 60+6 11 +1 57+8
8(a-B) ATP (ppm) 8,29 £ 0,01 8,31+ 0,07 8,28 + 0,01 8,40 + 0,07
Saturacién de oxigeno 68+ 3 57+3 712 603
(%)

Participantes control Pacientes diabéticos

Ejercicio
Tiempos de ejercicio (min) 10,5+0,6 7,1 +0,6%*
Hidrolisis de PCr (mmol.I"".min™) 1,6+0,1 3,2+0,6*
Disminucion del pH (unidades de pH.min'1) 0,013 +£ 0,003 0,036 + 0,009*
Produccién de ADP libre (mmol.I".min™") 42405 9,5+3,4
Desoxigenacion tisular (%.min'1) 0,8+0,3 2,5+ 04
Recuperacion

Formacion inicial de PCr (mmol.I".min™) 202 15+ 2*
Tiempo medio de recuperacion de la PCr 323 52+ 7*
Tiémpo medio de recuperacion del ADP 18+ 6 19+2
"I"'iemf)c; de reoxigenacion (s) 56 + 10 140 + 18***
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Datos expresados como media + ETM. ADP, adenosin difosfato; PCr, fosfocreatina; Pi, fésforo inorganico; &(a-f)
ATP, diferencias de desplazamiento quimico entre los picos de los a- y B-fosfatos del ATP. *, p < 0,05; **, p < 0,01;
*** p < 0,001 vs control.

La Figura 4 muestra ejemplos de espectros musculo esqueléticos antes y al final del protocolo de ejercicio
normalizado en un paciente con diabetes tipo 2 y en el tiempo equivalente (5,1 min) de ejercicio en un participante
control. En condiciones de reposo, el pH y las concentraciones de PCr (PCr/ATP), ADP libre y fosfato inorganico
musculo esqueléticos eran los mismos en los controles y en los pacientes con diabetes tipo 2 (Tabla 2). Durante el
ejercicio, la hidrolisis de la PCr era 2 veces mas rapida y la disminucion del pH era 3 veces mas rapida en los
pacientes con diabetes en comparacién con los participantes control, pero las velocidades de producciéon del ADP
libre no eran significativamente diferentes (Tabla 2). En todos los participantes, la fatiga aparecia cuando la
disminucion de la PCr era ~ 50 % (50 * 4 % en los controles frente a 51 + 4 % en los diabéticos) y al mismo pH y
concentraciones de ADP libre (Tabla 2). Las concentraciones de magnesio libre permanecieron inalteradas durante
el ejercicio en todos los participantes (Tabla 2). Tras el ejercicio, la velocidad inicial de recuperacion de la PCr era un
25 % menor y los tiempos medios de recuperacion de la PCr eran 1,6 veces mas largos en los pacientes con
diabetes tipo 2 que en los controles, pero los tiempos medios de recuperacion del ADP libre eran los mismos (Tabla
2).

Los tiempos de ejercicio se correlamonaban de forma negativa con los niveles de HbA1c (r =0,32; p < 0,01; Figura

5) y los niveles de glucosa en plasma (r =0,23; p < 0,01; correlacion no mostrada), pero no habia correlaciones con
los niveles de acidos grasos libres o de lactato en plasma. Las velocidades de la hidrdlisis de la PCr y la disminucion
del pH durante el ejercicio no se correlacionaban con ninguna de las concentraciones de los metabolitos en ayunas.
Sin embargo, los tiempos medios de recuperacion de la PCr se correlacionaban de forma positiva con los niveles de
HbA:c (r2 = 0,40; p < 0,001; correlacion no mostrada), y las concentraciones de glucosa en plasma (r2 =0,16; p <
0,05; correlacion no mostrada) para todos los participantes, si bien no habia correlaciones con las concentraciones
de acidos grasos libres o lactato en plasma.

Oxigenacion musculo esquelética

En reposo, la saturacion de oxigeno en el masculo gastrocnemio era estable y era la misma para ambos grupos, del
68 % en los controles y del 71 % en los diabéticos, y todos los participantes dejaron de hacer ejercicio tras una
disminucion del 11 % de la oxigenacion tisular medida usando NIRS (Tabla 2). El primer paciente diabético dej6 de
hacer ejercicio al cabo de 3 min (Figura 4), por tanto, durante los 3 primeros minutos de ejercicio, la velocidad de
desoxigenacion era 3,1 veces mas rapida en los pacientes con diabetes tipo 2 que en los controles (Tabla 2), y se
correlacionaba con el tiempo de ejercicio (r =0,29, p<0,01, Flgura 5). Analogamente, los tiempos de reoxigenacion
durante la recuperacion tras el ejercicio eran 2,5 veces mas Iargos en los pacientes con diabetes que en los
controles (Tabla 2), que se correlamonaban con los niveles de HbA:c (? = 0,35; p < 0,01; Figura 5) y con los tiempos
medios de recuperacién de la PCr (r = 0,25; p < 0,01; Figura 5) en todos los participantes, pero no con los niveles
de acidos grasos libres o lactato en plasma.

Los resultados anteriores demuestran que el aumento de los acidos grasos libres, asociado a la diabetes tipo 2,
puede contribuir a la disfuncién muscular, particularmente a la disfuncién muscular cardiaca. Estos descubrimientos
también son relevantes para otros trastornos/afecciones asociados a niveles elevados de acidos grasos libres, y por
ello la reduccion de los acidos grasos libres puede ser un objetivo general en la reduccion de la probabilidad de la
disfuncion muscular, por ejemplo, de la insuficiencia cardiaca.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto para su uso en el tratamiento terapéutico de la disfuncion muscular del cuerpo humano o animal
mediante la administracion de un compuesto a un sujeto que reduce los acidos grasos libres circulantes en el
plasma sanguineo del sujeto, comprendiendo el compuesto un éster de cuerpos cetonicos.

2. Un compuesto para su uso en el tratamiento terapéutico de la disfuncién muscular de acuerdo con la
reivindicacion 1, en el que el sujeto padece diabetes.

3. Un compuesto para su uso en el tratamiento terapéutico de la disfuncion muscular de acuerdo con la
reivindicacion 2, en el que el sujeto padece diabetes tipo 2.

4. Un compuesto para su uso en el tratamiento o la prevencién de la fatiga o disfuncién muscular de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el compuesto es para el tratamiento o la prevencién de
la fatiga muscular cardiaca o la fatiga muscular esquelética.

5. Un compuesto para su uso en el tratamiento o la prevencion de la fatiga o disfuncion muscular de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el compuesto estd en forma de un complemento
alimentario o una composicion liquida.

6. Uso de un compuesto que reduce los acidos grasos libres circulantes en el plasma sanguineo de un sujeto,
comprendiendo el compuesto un éster de cuerpos cetonicos en el tratamiento no terapéutico de la fatiga o disfuncion
muscular.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el compuesto es para el tratamiento no terapéutico de la fatiga
muscular cardiaca o la fatiga muscular esquelética.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicaciéon 7, en el que el compuesto esta en forma de un
complemento alimentario o una composicion liquida.

9. Una composicion liquida para rehidratacion durante o después del ejercicio, que comprende agua, un
carbohidrato de tipo azucar y un compuesto que reduce los acidos grasos libres circulantes en el plasma sanguineo,
siendo el compuesto un éster de cuerpos cetdnicos.

10. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que el carbohidrato de tipo azucar es glucosa.

11
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Figura 5
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