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ES 2 642 633 T3

DESCRIPCION
Prevencion y/o tratamiento de la enfermedad cardiovascular y/o la insuficiencia cardiaca asociada

La presente invencion se refiere a medicamentos para su uso en métodos para prevenir y/o tratar (mas adelante
“tratar”) un ser humano predispuesto a una lesion de tejido por radicales libres mediada por cobre de tejido y/o a una
alteracion mediada por cobre de repuestas de células madre de tejido normal. La invencion tiene aplicacion, entre
otras cosas, para insuficiencia cardiaca, enfermedad macrovascular, enfermedad microvascular y/o enfermedad de
tejidos y/u 6rganos téxicos (por ejemplo, hipertensos) (estando tales dolencias tipificadas por insuficiencia cardiaca,
cardiomiopatia, infarto de miocardio y enfermedades arteriales y de 6rganos relacionadas) y a compuestos,
formulaciones, usos y métodos relacionados.

Antecedentes

La presente invencion se refiere a medicamentos para su uso en métodos de tratamiento, prevencién o mejora de
una enfermedad, trastorno o afeccién (mas adelante “tratar’) en un mamifero que incluye, por ejemplo, un ser
humano predispuesto a una lesion de tejido por radicales libres con afectacion o mediada por cobre de tejido y/o a
alteracion con afectacion o mediada por cobre de repuestas de células madre de tejido normal. La invencion tiene
aplicacion, entre otras cosas, en insuficiencia cardiaca, enfermedad o lesién macrovascular, enfermedad o lesiéon
microvascular y/o enfermedad de tejidos y/u érganos tdéxicos (por ejemplo, hipertensivo) (tales dolencias como
pueden caracterizarse, por ejemplo, por insuficiencia cardiaca, cardiomiopatia, infarto de miocardio y enfermedades
arteriales y de 6rganos relacionadas) y a compuestos, formulaciones, usos y métodos relacionados.

Antecedentes de la invencion

La siguiente descripcion incluye informacion que puede ser Util en el entendimiento de la presente invencion. No es
una admisién que cualquiera de la informacién proporcionada en este documento sea técnica anterior o relevante
para las invenciones presentemente descritas o reivindicadas, o que cualquier publicacién o documento que sea
especificamente o implicitamente aludido sea técnica anterior.

El documento US 6.147.070 describe uso de quelantes de hierro en métodos de terapia.

Berenshtein y col. MOLECULAR AND CELULAR BIOCHEMISTRY vol. 234/235, 2002, paginas 283-292,
describen funciones de ferritina y hierro en el preacondicionamiento isquémico del corazén.

El documento WO 00/18392 (GLYCOX CORPORATION LIMITED) describe usos de inhibidores de fructosamina
oxidasa en el tratamiento de pacientes diabéticos.

SHIMIZU N y col. PEDIATRICS INTERNATIONAL, vol. 41, 1999, paginas 419-422, describen el uso de
quelantes de cobre en el tratamiento y la gestion de enfermedad de Wilson.

JEREMY J Y y col. JOURNAL OF DRUG DEVELOPMENT AND CLINICAL PRACTICE, vol. 7, n° 2, 1995,
paginas 119-126, describe ciertos efectos in vitro de quelantes de cobre sobre la sintesis de tromboxano A2 de
plaquetas y la actividad de lipoxigenasa.

Por tanto, se entendera que los mecanismos que subyacen las complicaciones a largo plazo de diabetes, incluyendo
enfermedades y afecciones cardiacas asociadas, son complejos y se han estudiado desde hace tiempo sin el
descubrimiento de intervenciones terapéuticas claras, seguras y eficaces. Existe la necesidad de tales terapias, que
se describen en este documento.

La presente invenciéon

El corazon es el érgano mas susceptible de todos los 6rganos del cuerpo al envejecimiento prematuro y al estrés
oxidativo por radicales libres.

En nuestros propios estudios (usando el modelo de rata diabética con estreptozotocina (STZ)), encontramos una alta
frecuencia de cardiomiopatia por insuficiencia cardiaca y enfermedad macrovascular en animales gravemente
diabéticos.

Creemos, sin desear limitarnos a ese tratamiento con quelantes de cobre especificos y otros agentes (por ejemplo,
cinc que evita la absorcion de cobre), que la diminucidn de los valores de cobre (especialmente cuando no conducen
a estados de agotamiento de otros metales de transicion (por ejemplo, hierro, cinc y manganeso) y a metales
esenciales) beneficiara a un nimero y espectro cada vez mas creciente de la poblacion siempre que se excluya por
si mismo un estado de deficiencia de cobre. Nuestra hipdtesis a la que no deseamos limitarnos es que valores de
cobre (y particularmente cobre (II)) no unidos internamente a células estan disponibles para mediar junto con
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sustancias reductoras disponibles en la generacion de radicales libres perjudiciales que tienen una funcion en tanto
lesion de tejido como alteracion de la reparacion mediada por células madre de tal tejido.

A modo de ejemplo, en relacion con el tejido de miocardio normal, creemos que la lesién como resultado de la
presencia de radicales libres conduce a insuficiencia cardiaca y/o cardiomiopatia y creemos que la presion
continuada de tales radicales libres altera la reparacion mediada por células madre del miocardio a su estado de
salud normal. Con respecto a tal lesion y la alteracion de la reparacion, proponemos una reduccion en los valores de
cobre libre disponibles ya que es un enfoque preventivo y/o de tratamiento apropiado.

Por referencia a la disponibilidad de valores de cobre en mamiferos (incluyendo seres humanos) pueden
identificarse aquellos pacientes mamiferos con un nivel de cobre que es “elevado” mas alla del de la poblacién
general de tales mamiferos. Referencia en este documento a “elevado” en relacidon con la presencia de valores de
cobre incluira seres humanos que tienen al menos 10 ug de cobre libre/dl de suero cuando se mide como se trata
por Merck & Co Inc mas adelante.

Puede hacerse una medida del cobre libre [que es igual al cobre en plasma total menos el cobre unido a
ceruloplasmina] usando el procedimiento desvelado en la hoja de datos de Merck & Co Inc (www.merck.com) para
las capsulas SYPRINE® (clorhidrato de trientina) en la que establecen con respecto al uso de clorhidrato de trientina
para los excesos de valores de cobre de enfermedad de Wilson:

“El indice mas fidedigno para monitorizar el tratamiento es la determinacién del cobre libre en el suero, que es
igual a la diferencia entre el cobre total cuantitativamente determinado y el cobre en ceruloplasmina. Pacientes
adecuadamente tratados tendran normalmente menos de 10 ug de cobre libre/dl de suero.

La terapia puede monitorizarse con un analisis de cobre urinario de 24 horas periddicamente (es decir, cada 6-12
meses). La orina debe recogerse en material de vidrio libre de cobre. Como una dieta baja en cobre debe mantener
la absorcion de cobre por debajo de un miligramo a dia, el paciente probablemente estara en el estado deseado de
equilibrio de cobre negativo si en una recogida de orina de 24 horas estan presentes 0,5 a 1,0 miligramos de cobre”.

Nosotros creemos, sin desear estar limitandonos, que esa reduccion en el cobre libre disponible tiene un efecto en la
prevencion de enfermedades macrovasculares, microvasculares y/o toxicas/metabdlicas del tipo ejemplificado en lo
sucesivo y en procesos de reparacion de tejido. Esto es independientemente del metabolismo de la glucosa del
paciente.

Nosotros también creemos, de nuevo sin estar limitandonos, que esa acumulaciéon cardiovascular de iones de
metales de transicion redox-activos es responsable de muchas de las consecuencias adversas en diabetes. Bajo
condiciones fisioldgicas, la lesion a un érgano diana es detectada por células madre distantes, que migran al sitio de
lesion, luego experimentan diferenciacion de células madre alternativa; estos acontecimientos promueven la
reparacion estructural y funcional. Sin embargo, la acumulacion de metales de transicion redox-activos,
particularmente cobre, en tejidos cardiacos o vasculares en sujetos con diabetes va acompafada de una supresion
de la regeneracion de tejido normal efectuada por la migracion de células madre. Niveles de cobre elevados en
tejido suprimen estos comportamientos bioldgicos normales de tales células sin diferenciar. Las afecciones que se
producen en el contexto de diabetes o intolerancia a la glucosa, en las que la supresion de repuestas de células
madre normales puede producir la alteracion de respuestas de tejido normal, incluyen las siguientes:

. Insuficiencia cardiaca

. Infarto agudo de miocardio

. Cicatrizacion y ulceracion

. Lesion de tejido producida por infeccion

. Lesion renal diabética

. Alteracion de la regeneracion cardiaca

. Alteracioén de la regeneracion vascular

. Alteracioén de la regeneracion de 6rganos dependientes

O~NO A WN =

Las afecciones en las que la terapia para reducir los valores de cobre en pacientes diabéticos (es decir, con IG o
diabetes mellitus de tipo 2) es responsable de demostrar beneficio incluyen al menos las siguientes:

1. INSUFICIENCIA CARDIACA EN EL CONTEXTO DE DIABETES

Puede producirse una regeneracion significativa de tejidos cardiacos en el plazo de algunos dias desde el trasplante
cardiaco. Un mecanismo probable es la migracion de células madre de sitios extracardiacos al corazon, con
posterior diferenciacion de tales células en diversas células cardiacas especializadas, que incluyen células
vasculares miocardicas, endoteliales y coronarias. Creemos, sin desear limitarnos, que la acumulacion de cobre en
tejidos cardiacos es probable que altere gravemente estas respuestas regeneradoras: de ahi una funciéon para
terapia intravenosa de corta duracién con un quelante de metal de transicién de cobre en el tratamiento de
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insuficiencia cardiaca diabética.
2. INFARTO DE MIOCARDIO EN EL CONTEXTO DE DIABETES.

El infarto de miocardio va acompafiado de proliferacién de células en el miocardio ventricular. Si se produce IM en el
contexto de diabetes, la presencia de niveles elevados en tejido de metales de transicion activos para rédox suprime
las repuestas de células madre normales, produciendo alteracion de la reparacion estructural y funcional de tejidos
lesionados. Se ha informado que hasta el 20% de las células en el corazén puede reemplazarse por migracion de
células madre de sitios extraventriculares, en tan soélo cuatro dias después del trasplante cardiaco®. Estas
observaciones nos sugieren que el tratamiento de IMA en el contexto de diabetes mejorara por la administracion de
corta duracion (si fuera necesario, parenteral), ademas de por posterior administracion prolongada, de quelantes.
Proponemos que el mecanismo de la alteraciéon de la funcién cardiaca en diabetes es probablemente un efecto
toxico de metales de transicion acumulados sobre la dinamica de tejidos, produciendo la alteracion de la
regeneracion de tejidos producida a su vez por la supresion de repuestas de células madre normales, que median
en la regeneracion de tejido fisiolégico por migracion a tejido lesionado desde sitios externos.

3. CICATRIZACION Y ULCERACION EN EL CONTEXTO DE DIABETES

Los procesos de reparacion de tejido normal requieren la intervencion de células madre de movilizacion, que
efectdan la reparacion, por ejemplo, de las diversas capas de vasos sanguineos. Creemos, sin desear limitarnos,
que una acumulacién de metales de transicion (particularmente cobre) en tejidos vasculares produce la alteracion
del comportamiento del tejido caracteristica de diabetes, que incluye alteracion de la reparacion de heridas tras
cirugia o traumatismo, y la tendencia exagerada a ulceracion y mala curacion de Ulceras establecidas. Creemos, sin
desear limitarnos, que el tratamiento de diabéticos con quelantes de cobre antes de que se sometan a cirugia, o en
el contexto de lesién traumatica de tejido, es probablemente beneficioso. Creemos adicionalmente que es probable
que la cirugia en diabéticos tuviera un mejor resultado si el exceso de metales de transicion se eliminara de vasos
sanguineos antes de la cirugia. Esto puede llevarse a cabo en tanto una base de corta duracién (con terapia
parenteral) como en una base mas prolongada (con terapia oral) antes de la cirugia real.

4. LESION DE TEJIDO BLANDO RESULTANTE DE INFECCION Y QUE SE PRODUCE EN EL CONTEXTO DE
DIABETES O INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

Creemos, sin desear limitarnos, que los procesos de reparacion de tejido normal tras la infeccion requieren la
intervencion de células madre movilizadas, que migran a sitios de lesion de tejido para efectuar la regeneracion y
reparacion de tejido, por ejemplo, de las diversas capas de vasos sanguineos. De esto resulta que la reparacion de
tal lesion de tejido sera alterada por repuestas de células madre suprimidas, tales como aquellas producidas por la
formacion de metales de transicion activos para rédox (particularmente cobre) en tejidos, por ejemplos, las paredes
de los vasos sanguineos.

5. LESION RENAL QUE SE PRODUCE EN EL CONTEXTO DE DIABETES

Creemos, sin desear limitarnos, que la alteracion de respuestas de células madre en los rifilones de diabéticos
contribuye a nefropatia diabética e insuficiencia renal. Creemos, de nuevo sin desear limitarnos, que el tratamiento
de diabéticos que tienen insuficiencia renal por administracion de un quelante de cobre mejorara la regeneracion de
organos restaurando la curacion de tejido normal permitiendo que las células madre migren y se diferencien
normalmente.

Creemos, de nuevo sin desear limitarnos, que una reduccion en los valores de cobre extracelulares es ventajosa
incluso en el mamifero no diabético e incluso en un mamifero sin una anomalia en el mecanismo de la glucosa, ya
que tales menores niveles conduciran a uno o a ambos de una reduccion en la lesion de tejido mediada por cobre y
reparacion de tejido mejorada por restauracion de repuestas de células madre de tejido normal.

6. ALTERACION DE LA REGENERACION CARDIACA

Creemos, sin desear limitarnos, que la acumulacion de cobre en tejidos cardiacos suprime la regeneracion de tejido
normal efectuada por la migracion de células madre de sitios extracardiacos al corazén, con posterior diferenciacion
de tales células en diversas células cardiacas especializadas, que incluyen células vasculares miocardicas,
endoteliales y coronarias. Creemos, de nuevo sin desear limitarnos, que una reduccién en los valores de cobre
extracelulares reducira o eliminara la alteracion de la regeneracion de tejido producida por la supresion de repuestas
de células madre normales.

7. ALTERACION DE LA REGENERACION VASCULAR

Los procesos de regeneracion vascular requieren la intervencion de células madre de movilizacion, que efecttan la
reparacion de las diversas capas de vasos sanguineos. Creemos, sin desear limitarnos, que una acumulacion de
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metales de transicion (particularmente cobre) en tejidos vasculares produce alteracion de la regeneracion de tejidos
suprimiendo la migracién de células madre no diferenciadas y repuestas de células madre de tejido normal.
Adicionalmente creemos, de nuevo sin desear limitarnos, que una reduccion en los valores de cobre extracelulares
es ventajosa porque tales menores niveles conduciran a una reduccion en la alteraciéon de la regeneracion vascular
por restauracion de repuestas de células madre de tejido normal.

8. ALTERACION DE LA REGENERACION DE ORGANOS DEPENDIENTE

Creemos, sin desear limitarnos, que una acumulacion de metales de transicion (particularmente cobre) en los tejidos
de los 6rganos dependientes del arbol cardiovascular (por ejemplo retina, rifidn, nervios, etc.) produce alteracion de
la regeneracion de tejidos suprimiendo la migracion de células madre y asi los comportamientos biolégicos normales
de tales células madre. De esto resulta que una reduccioén en los valores de cobre extracelulares es ventajosa para
reducir o eliminar la alteracion en la regeneracion de tejido por restauracion de repuestas de células madre de tejido
normal.

Explicacion de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un agente eficaz para reducir el contenido de valores de
cobre en un sujeto humano, comprendiendo dicho agente trientina o un agente quelante de cobre de tipo trientina
seleccionado del grupo que consiste en: trietilentetramina, clorhidrato de trientina, 2,3,2 tetramina, tetraclorhidrato de
2,2,2 tetramina, tetraclorhidrato de 2,3,2 tetramina y tetraclorhidrato de trietilentetramina, para uso en el tratamiento
en un sujeto humano no diabético que no tiene enfermedad de Wilson de patologias del arbol cardiovascular y
organos dependientes seleccionados de:

i) cardiomiopatia,

ii) trastornos ateromatosos de los vasos sanguineos principales,

iii) trastornos toxicos, inducidos por farmaco y metabdlicos de vasos sanguineos pequeiios y
iv) ruptura de placas de lesiones ateromatosas de los vasos sanguineos principales,

0 para uso en dicho sujeto en un método para mejorar la reparacion tisular de tejido dafiado seleccionado de
miocardio, el arbol vascular y érganos dependientes del arbol vascular, en el que el dafio ha surgido de uno o mas
dei)aiv).

En algunas realizaciones, los 6rganos dependientes comprenden el rifion.

En algunas realizaciones, los 6rganos dependientes comprenden la retina o los nervios.

En algunas realizaciones, el agente comprende trietilentetramina.

En algunas realizaciones, el sujeto padece y/o esta predispuesto a insuficiencia cardiaca y/o cardiomiopatia.

En algunas realizaciones, el agente tiene una afinidad por el cobre por encima de la del hierro.

En algunas realizaciones, el sujeto tiene un contenido de valores de cobre elevado y/o se realiza al menos una
determinacion del estado de los valores de cobre en dicho sujeto.

En algunas realizaciones, el agente se selecciona del grupo que consiste en clorhidrato de trientina, tetraclorhidrato
de 2,2,2 tetramina, tetraclorhidrato de 2,3,2 tetramina y tetraclorhidrato de trietilentetramina.

En algunas realizaciones, el agente es clorhidrato de trientina y es para su uso en una administracion a
dosificaciones o a una dosificacion para proporcionar, si es parenteral, al menos aproximadamente 120 mg/dia en
dicho paciente y, si es oral, al menos aproximadamente 1200 mg/dia en dicho sujeto.

En algunas realizaciones, el agente esta en forma de una unidad de dosificacion. En particular, la unidad de
dosificacién puede ser una unidad de dosificacién oral.

En algunas realizaciones, el trastorno ateromatoso es un trastorno ateromatoso de la aorta, las arterias coronarias,
las arterias caroétidas, las arterias cerebrovasculares, las arterias renales, las arterias iliacas, las arterias femorales o
las arterias popliteas.

En algunas realizaciones, el trastorno de un vaso sanguineo pequefio es un trastorno de uno o mas de las arteriolas
retinianas, las arteriolas glomerulares, el vaso nervorum, las arteriolas cardiacas, los lechos capilares del ojo, el
rifidn, el corazoén y los sistemas nervioso central y periférico.

En algunas realizaciones, la lesién ateromatosa es una lesiéon ateromatosa de la aorta, las arterias coronarias, las
5
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arterias carotidas, las arterias cerebrovasculares, las arterias renales, las arterias iliacas, las arterias femorales y las
arterias popliteas.

La presente invencion se describira ahora con referencia a uno cualquiera o mas de los siguientes dibujos en los que
5
la Figura 1 es un diagrama que muestra lo que nosotros creemos que son las rutas tratadas por la presente
invencion,
la Figura 2 es nuestra hipétesis de los mecanismos implicados aplicables a cardiomiopatia y enfermedad
macrovascular en un paciente con diabetes de tipo Il o intolerancia a la glucosa, mostrando una hipotesis tal
10 dependencia de una posible generacion de fructosamina oxidasa/superoxido dismutasa de un precursor en una
reaccion catalizada por cobre (la reaccion de Haber-Weiss) que genera los radicales libres perjudiciales,
la Figura 3 es la metodologia para un paciente humano sospechoso de cardiomiopatia bajo la presente
invencion,
la Figura 4 es un diagrama similar al de la Figura 3, pero esta vez con respecto a un paciente sospechoso de
15 enfermedad macrovascular,
la Figura 5 es un diagrama que muestra el peso corporal de los animales que cambia con el periodo de tiempo
del experimento,
la Figura 6 muestra los niveles de glucosa de los animales que cambia con el periodo de tiempo del
experimento,
20 la Figura 7 es un diagrama que muestra la entrada cardiaca,
la Figura 8 es un diagrama que muestra el flujo coronario,
la Figura 9 es un diagrama que muestra el flujo coronario normalizado al peso cardiaco final,
la Figura 10 es un diagrama que muestra el flujo aértico,
la Figura 11 es un diagrama que muestra la tasa maxima de cambio positivo en el desarrollo de la presion en el
25 ventriculo con cada ciclo cardiaco (contraccion),
la Figura 12 es un diagrama que muestra la tasa maxima de disminucioén en la presién en el ventriculo con cada
ciclo cardiaco (relajacion),
la Figura 13 muestra el porcentaje de corazones de supervivencia funcional en cada poscarga,
la Figura 14 muestra en un diagrama como el corazon extraido se unié al aparato modificado,
30 la Figura 15 muestra en un diagrama el corazén representado en la Figura 14 en mas detalle (figura adaptada de
Grupp | y col., Am J Physiol (1993) 34: H1401 - 1410),
la Figura 16 muestra la secrecion de orina en animales diabéticos y no diabéticos en respuesta a dosis
crecientes de trientina o volumen equivalente de solucién salina, donde la secreciéon de orina en animales
diabéticos y no diabéticos en respuesta a dosis crecientes de trientina (abajo; 0,1, 1,0, 10, 100 mg-kg'1 en 75 ul
35 de solucién salina seguidos de 125 pl de lavado de solucion salina inyectado en el momento mostrado por la
flecha) o un volumen equivalente de solucién salina (arriba), y cada punto representa un periodo de recogida de
orina de 15 min (véase Métodos para los detalles); las barras de error muestran EEM y los valores de P se
establecen si son significativos (P < 0,05),
la Figura 17 muestra la secrecion de orina en animales diabéticos y no diabéticos que reciben dosis crecientes
40 de trientina o un volumen equivalente de solucién salina, donde la secrecién de orina en ratas diabéticas (arriba)
y no diabéticas (abajo) que reciben dosis crecientes de trientina (0,1, 1,0, 10, 100 mg-kg” en 75 ul de solucion
salina seguidos de 125 pl de lavado de solucién salina inyectado en el momento mostrado por la flecha) o un
volumen equivalente de solucion salina, y cada punto representa un periodo de recogida de orina de 15 min
(véase Métodos para los detalles); las barras de error muestran EEM y los valores de P se establecen si son
45 significativos (P < 0,05),
la Figura 18 muestra la secrecion de cobre en la orina de animales diabéticos y no diabéticos que reciben dosis
crecientes de trientina o un volumen equivalente de solucién salina, donde la secrecién de cobre en orina de
ratas diabéticas (arriba) y no diabéticas (abajo) que reciben dosis crecientes de trientina (0,1, 1,0, 10, 100 mg-kg
'en75 pl de solucion salina seguidos de 125 pl de lavado de solucion salina inyectado en el momento mostrado
50 por la flecha) o un volumen equivalente de solucién salina, y cada punto representa un periodo de recogida de
orina de 15 min (véase Métodos para los detalles); las barras de error muestran EEM vy los valores de P se
establecen si son significativos (P < 0,05),
la Figura 19 muestra la misma informacion en la Figura 18 con presentacion de la secrecion de cobre urinario
por gramo de peso corporal, donde la secrecién de cobre urinario por gramo de peso corporal en anlmales
55 diabéticos y no diabéticos en respuesta a dosis crecientes de trientina (abajo; 0,1, 1,0, 10, 100 mg-kg™ en 75 pl
de solucion salina seguidos de 125 pl de lavado de solucion salina inyectado en el momento mostrado por la
flecha) o un volumen equivalente de solucién salina (arriba), y cada punto representa un periodo de recogida de
orina de 15 min (véase Métodos para los detalles); las barras de error muestran EEM vy los valores de P se
establecen si son significativos (P < 0,05),
60 la Figura 20 muestra la cantidad total de cobre secretado en animales diabéticos y no diabéticos a los que se les
administré solucion salina o farmaco, donde la secrecion de cobre urinario total (umol) en animales no diabéticos
a los que se les administré solucién salina (barra negra, n = 7) o trientina (barra sombreada, n = 7) y en animales
diabéticos a los que se les administré solucion salina (barra gris, n = 7) o trientina (barra blanca, n = 7); las barras
de error muestran EEM y los valores de P se establecen si son significativos (P < 0,05),
65 la Figura 21 muestra la cantidad total de cobre secretado por gramo de peso corporal en animales que reciben
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trientina o solucion salina, donde la secrecion de cobre urinario total por gramo de peso corporal (umol-g de PC'1)
en animales que reciben trientina (no diabéticos: barra sombreada, n = 7; diabéticos: barra blanca, n = 7) o
solucion salina (no diabéticos: barra negra, n = 7; diabéticos: barra gris, n = 7); las barras de error muestran EEM
y los valores de P se establecen si son significativos (P < 0,05),
la Figura 22 muestra la secrecion de hierro en orina de animales diabéticos y no diabéticos que reciben dosis
crecientes de trientina o un volumen equivalente de solucién salina, donde la secrecién de hierro en orina de
ratas diabéticas (arriba) y no diabéticas (abajo) que reciben dosis crecientes de trientina (0,1, 1,0, 10, 100 mg-kg
'en75 pl de solucion salina seguidos de 125 pl de lavado de solucion salina inyectado en el momento mostrado
por la flecha) o un volumen equivalente de solucién salina, y cada punto representa un periodo de recogida de
orina de 15 min (véase Métodos para los detalles); las barras de error muestran EEM vy los valores de P se
establecen si son significativos (P < 0,05),
la Figura 23 muestra la secrecion de hierro urinario por gramo de peso corporal en animales diabéticos y no
diabéticos que reciben trientina o solucién salina, donde la secrecidon de hierro urinario por gramo de peso
corporal en animales diabéticos y no diabéticos en respuesta a dosis crecientes de trientina (abajo; 0,1, 1,0, 10,
100 mg- kg en 75 pl de solucion salina seguidos de 125 pl de lavado de solucion salina inyectado en el momento
mostrado por la flecha) o un volumen equivalente de solucién salina (arriba), y cada punto representa un periodo
de recogida de orina de 15 min (véase Métodos para los detalles); las barras de error muestran EEM vy los
valores de P se establecen si son significativos (P < 0,05),
la Figura 24 muestra la secrecion de hierro urinario total en animales diabéticos y no diabéticos a los que se les
administré solucion salina o farmaco, donde la secrecion de hierro urinario total (umol) en animales no diabéticos
a los que se les administré solucién salina (barra negra, n = 7) o trientina (barra sombreada, n = 7) y en animales
diabéticos a los que se les administré solucién salina (barra gris, n = 7) o trientina (barra blanca, n = 7); las barras
de error muestran EEM y los valores de P se establecen si son significativos (P < 0,05),
la Figura 25 muestra la secrecion de hierro urinario total por gramo de peso corporal en animales que reciben
trlentlna o solucidn salina, donde la secrecién de hierro urinario total por gramo de peso corporal (umol-g de PC
) en animales que reciben trientina (no diabéticos: barra sombreada, n = 7; diabéticos: barra blanca, n = 7) o
solucion salina (no diabéticos: barra negra, n = 7; diabéticos: barra gris, n = 7); las barras de error muestran EEM
y los valores de P se establecen si son significativos (P < 0,05),
la Figura 26 es una tabla que compara la secrecion de cobre y de hierro en los animales que reciben trientina o
solucion salina, que es un analisis estadistico usando un modelo lineal mixto.

INTRODUCCION a los resultados

El aumento de cobre en tejido participa en mecanismos que conducen a lesion nerviosa diabética. Por tanto,
nosotros planteamos como hipétesis que la acumulacion en tejido de metales traza podria desempefiar una funcion
en los mecanismos de lesion diabética en otros tejidos. Las pruebas histolégicas de estudios anteriores nuestros
mostraron que 6 meses de tratamiento con trientina parece proteger los corazones de ratas Wistar diabéticas del
desarrollo de lesion diabética (cardiomiopatia) como se juzga por la histologia. En este estudio, investigamos las
dosis de trientina requeridas para secretar cobre y hierro en la orina, y también cualquier posible diferencia entre la
secrecion de estos metales en animales diabéticos y no diabéticos.

AIM

1. Para comparar los perfiles de secrecion de cobre y hierro en la orina de ratas normales y diabéticas después
de administracion intravenosa a corto plazo de dosis crecientes de trientina.

2. Para determinar que la administracion intravenosa a corto plazo de trientina no tiene efectos secundarios
cardiovasculares adversos agudos.

METODOS

Todos los métodos usados en este estudio fueron aprobados por el Comité de ética animal de la Universidad de
Auckland y fueron segun el Acta de proteccion animal y reglamentaciones de Nueva Zelanda.

Induccion de diabetes.

Ratas Wistar macho (n = 28, 303 £ 2,9 g) se d|V|d|eron aleatoriamente en grupos diabéticos y no diabéticos. Tras la
induccion de anestesia (5% de halotano y 2 I-min ' de 02) los animales en el grupo diabético recibieron una dosis
intravenosa Unica de estreptozotocina (STZ, 55 mg-kg™ de peso corporal, Sigma; St. Louis, MO) en 0,5 ml de
solucion salina administrada por la vena de la cola. Los animales no diabéticos recibieron un volumen equivalente de
solucion salina. Tras la inyeccion, tanto las ratas diabéticas como no diabéticas se alojaron en parejas iguales y se
les proporcioné acceso a pienso de rata normal (granulos de la dieta 86; New Zealand Stock Feeds, Auckland, NZ) y
agua desionizada a voluntad. La glucosa en sangre y el peso corporal se midieron en el dia 3 tras la inyeccion de
STZ/solucion salina y Iuego semanalmente durante todo el estudio. La diabetes se identificé por polidipsia, poliuria y
hiperglucemia (> 11 mmolI", Advantage II, Roche Diagnostics, NZ Ltd).

7



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 642 633 T3

Procedimiento experimental.

Seis a siete semanas (media = 44 + 1 dias) después de la administracion de STZ, los animales se sometieron a un
protocolo experimental tanto de control como de farmaco. Todos los animales ayunaron durante la noche antes de la
cirugia, pero continuaron teniendo acceso a voluntad a aqua desionizada. La induccién y el mantenimiento de la
anestesia quirurgica fue por 3 - 5% de halotano y 21. min” de O.. La arteria y vena femoral se canularon con un
transductor de tension arterial en estado sélido (Mlkrotlp 1.4F, Millar Instruments, Texas, EE.UU.) y un catéter de
PE 50 cargado de solucion salina, respectivamente. Los uréteres se expusieron mediante una incision abdominal de
la linea media, se canularon usando catéteres de polietileno (diametro externo 0,9 mm, diametro interno 0,5 mm) y la
herida se cerrd por sutura. La traquea se canuld y el animal se ventild6 a 70-80 ventilaciones'min™" con aire
complementado con O (Pressure Controlled Ventilator, Kent Scientific, Connecticut, EE.UU.). La frecuencia
respiratoria y la presion espiratoria final (10-15 cm de H20) se ajustaron para mantener el CO; espiratorio final a 35-
40 mm de Hg (monitor de CO, SC-300, Pryon Corporation, Wisconsin, EE.UU.). La temperatura corporal se mantuvo
a 37°C durante toda la cirugia y el experimento por una almohadilla calefactora. La pérdida de f|UId0 estlmada se
sustituyd con administracion intravenosa de 154 mmol- I'" de disolucion de NaCl a una tasa de 5 ml- kg .

Tras la cirugia y un periodo de estabilizacion de 20 min, el protocolo experimental se empezo. La trientina se
admlnlstro intravenosamente durante 60 s en dosis constantes de concentracion creciente (0,1, 1,0, 10y 100 mg-kg

'en75 pl de solucion salina seguidos de 125 pl de lavado de solucion salina). Los animales de control recibieron un
volumen equivalente de solucidn salina. La orina se recogio en alicuotas de 15 min durante todo el experimento en
tubos Eppendorf de polietileno previamente pesados. Al final del experimento se tomé una muestra de sangre
terminal por puncion cardiaca y el suero separado se guardd a -80°C hasta el futuro analisis. Los corazones se
extirparon por una toracotomia medio-esternal rapida y se procesaron como se describe mas adelante.

Adquisicién de datos.

La tension arterial media (TAM), frecuencia cardiaca (FC, derivada de la forma de la onda de TAM), saturacion de
oxigeno (oximetro de pulso Nonin 8600V, Nonin Medical Inc., Minnesota, EE.UU.) y la temperatura corporal central
se monitorizaron todos continuamente durante todo el experimento usando un médulo de adquisicion de datos
PowerlLab/16s (AD Instruments, Australia). Las sefiales calibradas se mostraron en la pantalla y se guardaron en
disco como promedios de 2 s de cada variable.

Anadlisis de orina y tejido.

Instrumentacion: Un espectrofotémetro de absorcion atémica modelo 3100 de Perkin Elmer (PE) equipado con un
horno de grafito PE HGA-600 e inyector automatico de horno PE AS-60 se usé para las determinaciones de Cu y Fe
en orina. Se empled correccion del ruido con deuterio. Se usé una lampara de catodo hueco de Cu o Fe (Perkin
Elmer Corporation) y se operé tanto a 10 W (Cu) como a 15 W (Fe). La linea atémica de 324,8 nm se uso para Cuy
la linea atémica de 248,3 nm para Fe. La anchura de la ranura para tanto Cu como Fe fue 0,7 nm. Para todos los
analisis se usaron tubos de grafito piroliticamente recubiertos. El volumen de inyeccién fue 20 pl. A continuacién se
muestra un programa de temperatura del horno de grafito tipico.

Programa de temperatura de GF-AAS

Procedimiento Temp/°C Rampals Mantenimientols Flujo int. | ml min™
Secado 90 1 5 300

120 60 5 300
Pre-tratamiento 1250* 20 10 300

20 1 10 300
Atomizacion - Cu / Fe 2300/ 2500 1 8 0
Post-tratamiento 2600 1 5 300

* Se us6 una temperatura de pre-tratamiento de 1050°C para los analisis de digestion de tejido

También se determinaron Cu, Fe y Zn en digestos de tejido en Hill Laboratories (Hamilton, Nueva Zelanda) usando
un DRC ICP-EM tanto de PE Sciex Elan-6000 como de PE Sciex Elan-6100. Los parametros de operaciéon se
resumen en la siguiente tabla.

Parametros de operacion instrumentales para ICP-EM

Parametro Valor
Plasma inductivamente acoplado

Potencia de radiofrecuencia 1500 W
Velocidad de flujo del gas de plasma de argén 15 |-min™
Velocidad de flujo del gas auxiliar de argon 1,2 I'min”
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Parametro Valor
Velocidad de flujo del gas nebulizador de argén 0,89 I-min™
Interfase

Cono del inyector y diametro del orificio Ni/1,1 mm
Cono del separador y diametro del orificio Ni/ 0,9 mm

Parametros de adquisicion de datos
Modo de barrido
Tiempo de muestreo

Espera de pico
30 ms (Cu, Zn)/ 100 ms

(Fe)

Barridos / duplicados 20
Duplicados 3

Tasa de captacion de muestras 1 ml-min™

Reactivos: Todos los reactivos usados fueron de la mayor pureza disponible y al menos de calidad analitica. Las
disoluciones de trabajo patron de GF-AAS de Cu y Fe se prepararon por dilucion escalonada de 1000 mg-l'1
(disoluciones patron Spectrosol; BDH). El agua se purificd por un sistema de agua ultra-pura Millipore Milli-Q a una
resistividad de 18 MQ. El material de referencia patrén 1577b Higado bovino se obtuvo del Instituto nacional de
patrones y tecnologia y se us6 para evaluar la eficiencia de la digestién de tejido. Los resultados obtenidos se
informan a continuacion.

Resultados de GF-AAS y ICP-EM para NIST SRM 1577b higado bovino*

Elemento Valor certificado GF-AAS ICP-EM
Cu 160 + 8 142 + 12 164 + 12
Fe 194 + 15 192 + 21 166 + 14
Zn 127 + 16 - 155 + 42

* Medido en pg-g” de material seca.

Pretratamiento de muestras.

Orina: La orina se recogi6 en microtubos de ensayo de 1,5 ml previamente pesados (Eppendorf). Después de volver
a pesarse, los especimenes de orina se centrifugaron y el sobrenadante se diluyé 25:1 con 0,02 M de 69% de HNO3
de calidad Aristar. La muestra se almacend a 4°C antes del andlisis de GF-AAS. Si fue necesario guardar una
muestra durante un periodo superior a 2 semanas, se congeld y se mantuvo a -20°C.

Corazoén: Tras extraerse del animal, el corazén se limpid de tejido en exceso, se aclard en tampdn para eliminar la
sangre en exceso, se secO con material absorbente y se registr6 un peso ventricular en himedo. Usando
instrumentos de titanio, un segmento del musculo ventricular izquierdo se disecciond y se colocé en un tubo de
poliestireno de 5,0 ml previamente pesado. La muestra se liofilizé durante la noche a peso constante antes de anadir
0,45 ml de 69% de HNO3 de calidad Aristar. El tubo de muestra se calentd en un bafio de agua a 65°C durante 60
minutos. La muestra se llevo a 4,5 ml con H,O Milli-Q. La disolucién resultante se diluy6 2:1 con el fin de reducir la
concentracion de HNO3 por debajo de la maxima permitida para el analisis de ICP-EM. Suero: Muestras de sangre
terminales se centrifugaron y el suero se tratd y se guardd segun la orina hasta el analisis. Del contenido de metales
traza de suero de la muestra de sangre terminal y orina recogida durante la hora final del experimento se calculod la
eliminacion renal usando la siguiente ecuacion:

Eliminacion renal de metal traza (ul-min™) =

Concentracion de metal en orina (ug-pl”) * tasa de flujo de orina (ul-min™)
Concentraciéon de metal en suero (ug-pl™)

Analisis estadistico.

Todos los valores se expresan como media + EEM vy los valores de P < 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. La prueba de la t de Student para datos independientes se uso inicialmente para probar diferencias de
peso y de glucosa entre los grupos diabéticos y de control. Para la comparacion de respuestas durante la exposicion
a farmaco, los analisis estadisticos se realizaron usando analisis de la varianza (Statistica for Windows v.6.1, SAS
Institute Inc., California, EE.UU.). El posterior analisis estadistico se realizd6 usando un modelo mixto de disefio
ANOVA de medidas repetidas.
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Anadlisis estadistico usando un modelo lineal mixto

Los datos para cada nivel de dosis se analizaron usando un modelo lineal mixto (PROC MIXED; SAS, version 8). El
modelo incluyé diabetes, farmaco y su interaccion como efectos fijos, tiempo como una medida repetida y ratas
como sujetos en el conjunto de datos. La independencia completa se asume a través de los sujetos. EI modelo
completo se ajustd a cada conjunto de datos usando un método de estimacion de probabilidad maxima (REML) que
se ajusta a modelos lineales mixtos (es decir, modelos de efectos fijos y al azar). Un modelo mixto es una
generalizacion del modelo lineal convencional, siendo la generalizacion la que puede analizar datos generados a
partir de varias fuentes de variaciéon en lugar de solo una. Se usé un nivel de significancia de 0,05 para todas las
pruebas.

RESULTADOS

Efectos de STZ sobre la glucosa en sangre y el peso corporal (Tabla 1)

La glucosa en sangre aumento a 25 + 2 mmol-I” tres dias tras la inyeccion de STZ. A pesar de una mayor ingesta de
alimentos diaria, los animales diabéticos perdieron peso mientras que los animales no diabéticos continuaron
ganando peso durante los 44 dias siguientes a la inyeccion de STZ/solucién salina. En el dia del experimento, los
niveles de glucosa en sangre fueron24 +1y5+0 mmol-I” y el peso corporal 264 + 7 gy 434 + 9 g para animales
diabéticos y no diabéticos, respectivamente.

Tabla 1. Glucosa en sangre, peso corporal y consumo de alimentos en animales diabéticos frente a no

diabéticos.
Diabéticos No diabéticos
Peso corporal antes de STZ/solucién salina 303+3g 303+3g
Glucosa en sangre 3 dias tras STZ/solucién salina *25 + 2 mmolI” 5+ 0,2 mmol-|”
Consumo de alimentos diario *58+1g 28+1g
Glucosa en sangre en el dia experimental *24 + 1 mmol-I” 5+ 0,2 mmol-”
Peso corporal en el dia experimental 264 +7g 434 +9¢g

Animales diabéticos n = 14, animales no diabéticos n = 14. Valores mostrados como media + EEM. Asterisco indica
una diferencia significativa (P < 0,05).

Variables cardiovasculares durante la infusion

Los niveles de referencia de TAM durante el periodo de control antes de la infusién no fueron significativamente
diferentes entre animales no diabéticos y diabéticos (99 + 4 mm de Hg). La FC fue significativamente menor en
animales diabéticos que en no diabéticos (287 + 11 y 364 + 9 Ipm, respectivamente, P < 0,001). La infusion de
trientina o solucion salina no tuvo efecto sobre estas variables, excepto a la mayor dosis a la que TAM disminuy6 un
maximo de 19 + 4 mm de Hg durante 2 min tras la administracién y volvié a niveles previos a la dosis en el plazo de
10 min. La temperatura corporal y la saturacion de oxigeno permanecieron estables en todos los animales durante
todo el experimento.

Secrecion de orina

Los animales diabéticos secretaron coherentemente significativamente mas orina que los animales no diabéticos,
excepto en respuesta a la mayor dosis de farmaco (100 mg-kg™) o volumen equivalente de solucion salina (Fig. 16).
La administracion de 100 mg-kg” de dosis de trientina también aumento la secrecion de orina en animales no
diabéticos a superior a la de animales no diabéticos que recibieron el volumen equivalente de solucion salina (Fig.
17). Este efecto no se observé en animales diabéticos.

Secrecidn urinaria de Cu y Fe

El andlisis de las curvas de respuesta a dosis muestra que, a todas las dosis, los animales diabéticos y no diabéticos
que recibieron farmaco secretaron mas Cu que los animales que recibieron un volumen equivalente de soluciéon
salina (Fig. 18). Para proporcionar alguna correccion a los efectos de menor crecimiento corporal total de los
animales diabéticos y, por tanto, para permitir la comparacién mas apropiada entre animales diabéticos y no
diabéticos, las tasas de secrecion de oligoelementos también se calcularon por gramo de peso corporal. La Figura
19 muestra que los animales diabéticos tuvieron secrecion de cobre significativamente mayor por gramo de peso
corporal en respuesta a cada dosis de farmaco que los animales no diabéticos. El mismo patréon se observé en
respuesta a solucion salina, sin embargo el efecto no fue siempre significativo.

El cobre secretado total con respecto a toda la duracion del experimento fue significativamente elevado en animales
tanto no diabéticos como diabéticos a los que se les administré trientina en comparacion con sus controles de
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solucion salina respectivos (Fig. 20). Los animales diabéticos que recibieron farmaco también secretaron mas cobre
total por gramo de peso corporal que los animales no diabéticos que recibieron farmaco. La misma tendencia
significativa se observé en respuesta a administracion de solucion salina (Fig. 21).

Volumen de solucion salina (Fig. 22). El analisis por gramo de peso corporal muestra que animales diabéticos que
recibieron solucion salina secretan significativamente mas hierro que animales no diabéticos; sin embargo, esta
tendencia no fue evidente entre animales diabéticos y no diabéticos que recibieron trientina (Fig. 23). La secrecion
de hierro total en animales tanto diabéticos como no diabéticos que recibieron farmaco no fue diferente de la de
animales que recibieron solucién salina (Fig 24). De acuerdo con el andlisis de curvas de respuesta a dosis, la
secrecion de hierro total por gramo de peso corporal fue significativamente mayor en animales diabéticos que
recibieron solucion salina que en animales no diabéticos, pero esta diferencia no se observo en respuesta a trientina
(Fig 25).

Contenido de suero y eliminacion renal de Cu y Fe (Tabla 2)

Aunque no hubo diferencia significativa en el contenido de cobre en suero, hubo un aumento significativo en la
eliminacién renal de cobre en animales diabéticos que recibieron farmaco en comparaciéon con animales diabéticos
que recibieron solucién salina. EI mismo patrén se observé en animales no diabéticos, aunque la tendencia no fue
estadisticamente significativa (P = 0,056). No hubo efecto de farmaco o estado (diabético frente a no diabético)
sobre el contenido de suero o eliminacion renal de hierro.

Tabla 2. Contenido de suero y eliminacion renal de Cu y Fe en animales diabéticos y no diabéticos que
recibieron farmaco o solucién salina.

1.1.a.a.1 Diabéticos 1.1.a.a.2 No diabéticos

trientina n = 6 | Solucién salinan =7 | trientinan =4 | Solucién salinan=7
Cu en suero (ug.pl” x 107%) 7,56 + 0,06 9,07 +1,74 7,11 +0,41 7,56 + 0,62
Fe en suero (ug.ul” x 107%) 35,7 +7,98 63,2+ 16,4 33,6 +1,62 31,4 +8,17
Eliminacion renal de Cu | *28,5+4,8 1,66 £ 0,82 19,9+6,4 0,58 + 0,28
(ul-min’™")
EIimina?ic’m renal de Fe | 0,25+0,07 0,38 +0,15 0,46 £ 022 0,11 £ 0,03
(ulI'min™’)

Valores mostrados como media + EEM. El asterisco indica una significativa diferencia (P < 0,05) entre animales
diabéticos que recibieron trientina y animales diabéticos que recibieron un volumen equivalente de solucion salina.

Contenido de metal de tejido cardiaco (Tabla 3).

Los pesos de corazones humedo en animales diabéticos fueron significativamente inferiores a los de en animales no
diabéticos, mientras que aumentaron las relaciones de corazon/peso corporal. El tejido cardiaco también se analizé
para contenido de Cu y Fe. No hubo diferencia significativa en el contenido de cobre entre animales diabéticos y no
diabéticos que recibieron solucion salina o trientina. El contenido de hierro de los animales no diabéticos a los que
se les administré solucién salina fue significativamente mayor que el de los animales diabéticos a los que se les
administro solucion salina.

Tabla 3: Peso del corazon, relaciones de peso del corazén/peso corporal y contenido de metales traza de tejido de
corazoén en animales diabéticos frente a no diabéticos.

Diabéticos No diabéticos
Peso de corazones humedos *0,78 £ 0,02 g 1,00+ 0,02 g
Peso de corazdn/peso corporal *2,93 + 0,05 mg-g'1 2,30 £ 0,03 mg-g'1
Contenido de Cu pg.g™ de tejido seco
Tratado con trientina 247 +1,5 27,1+1,0
Tratado con solucién salina 213+0,9 27,2+0,7
Contenido de Fe ug-g” de tejido seco
Tratado con trientina 186 + 46 235+ 39
Tratado con solucion salina 7180 + 35 274 + 30

Animales diabéticos: n = 14; animales no diabéticos: n = 14. Valores mostrados como media + EEM. El asterisco
indica una diferencia significativa (P < 0,05) entre animales diabéticos y no diabéticos. 1 indica una diferencia
significativa (P < 0,05) entre animales diabéticos y no diabéticos que recibieron solucion salina.
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1.1.a.a.2.1 Resultados de la aplicacion de un modelo lineal mixto al analisis experimental (Figura 27).
Cobre

Ratas diabéticas secretaron niveles de cobre significativamente mayores que ratas no diabéticas a través de todos
los niveles de dosis. La secrecion de cobre de referencia también fue significativamente mayor en ratas diabéticas
en comparacion con ratas no diabéticas. El farmaco en comparacion con solucion salina produjo una secrecion de
cobre significativamente mayor a todos los niveles de dosis. No hubo diferencia en los niveles de secrecion de cobre
de referencia entre los grupos de farmaco y de soluciéon salina. El efecto de interaccion para el modelo fue
significativo a niveles de dosis de 1,0 mg-kg™ y por encima. La presencia de un término de interaccion significativa
significa que la influencia de un efecto varia con el nivel del otro efecto. Por tanto, las consecuencias de una
interaccion significativa entre los factores de diabetes y de farmaco es la secrecién de cobre elevada por encima de
los efectos aditivos predichos de estos dos factores.

Hierro

Ratas diabéticas en el grupo de solucion salina sélo secretaron niveles de hierro significativamente mayores a todos
los niveles de dosis. Esto hizo que todos los factores en el modelo fueran significativos a través de todos los niveles
de dosis.

RESUMEN

El efecto a corto plazo de la administracion de trientina intravenosa sobre el sistema cardiovascular y la secrecion
urinaria de cobre y hierro se estudid en ratas anestesiadas, diabéticas (6 semanas de diabetes, inducida por
estreptozotocina) y no diabéticas. Los animales se asignaron a uno de los cuatro grupos: diabético + trientina,
diabético + solucién salina, no diabético + trientina, no diabético + soluciéon salina. El farmaco, o un volumen
equivalente de solucion salina, se administré cada hora en dosis de concentracion creciente (0,1, 1,0, 10, 100 mg-kg
")y la orina se recogi6 durante todo el experimento en alicuotas de 15 min. Se tomé una muestra de sangre terminal
y se recogio tejido cardiaco.

El analisis de muestras de orina mostro los siguientes puntos principales:

e Atodas las dosis de farmaco, los animales diabéticos y no diabéticos que recibieron farmaco secretaron mas Cu
(umol) que los animales que recibieron un volumen equivalente de solucion salina.

e Cuando se analizaron por gramo de peso corporal, los animales diabéticos secretaron significativamente mas
cobre (umol-g de PC™") a cada dosis de trientina que los animales no diabéticos. EI mismo patrén se observé en
respuesta a solucion salina, pero el efecto no fue significativo a cualquier dosis.

e En la mayoria de las dosis, en animales diabéticos la secrecion de hierro (umol) fue mayor en animales a los que
se les administré solucién salina que en aquellos a los que se les administré farmaco. En animales no diabéticos
no hubo diferencia entre la secrecién de hierro en respuesta a la administracion de solucion salina o trientina.

e El analisis por gramo de peso corporal no muestra diferencia entre la secrecion de hierro en animales no
diabéticos y diabéticos que recibieron trientina. Los animales diabéticos que recibieron solucion salina secretan
mas hierro por gramo de peso corporal que los animales no diabéticos que recibieron solucion salina.

e El analisis de tejido de corazdén no mostré diferencia significativa en el contenido de cobre total entre animales
diabéticos y no diabéticos, ni ningun efecto de farmaco sobre el contenido cardiaco de hierro y cobre.

e Los calculos de eliminacion renal mostraron un aumento significativo en la eliminacién de cobre en animales
diabéticos que recibieron trientina en comparacién con animales diabéticos que recibieron solucién salina. La
misma tendencia se observd en animales no diabéticos, pero el efecto no fue significativo. No hubo efecto de
trientina sobre la eliminacion renal de hierro.

En resumen, no se observaron efectos cardiovasculares adversos después de la administracion aguda de trientina.
El tratamiento con trientina aumenta eficazmente la secrecion de cobre en animales tanto diabéticos como no
diabéticos. La secrecion de cobre en orina tras la administracion de trientina es mayor por gramo de peso corporal
en animales diabéticos que en no diabéticos. La secrecién de hierro no aumentoé por tratamiento con trientina en
tanto animales diabéticos como no diabéticos.

LA EFICACIA DE TRIENTINA PARA RESTAURAR LA FUNCION CARDIACA EN RATAS DIABETICAS POR STZ
Introduccioén

El aumento de cobre en tejido participa en mecanismos que conducen a lesidén nerviosa diabética. Por tanto,
planteamos como hipotesis que la acumulacion en tejido de metales traza podria desempefiar una funcién en los
mecanismos de lesion diabética en otros tejidos. Las pruebas histologicas de estudios anteriores nuestros mostraron
que 6 meses de tratamiento con trientina parece proteger los corazones de ratas Wistar diabéticas del desarrollo de
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lesion diabética (cardiomiopatia diabética) como se juzga por la histologia. Sin embargo, era desconocido si esta
mejora histoldgica se traduce en una mejora en la funcién cardiaca, un hallazgo que prestaria mas soporte al uso de
terapia con trientina en aplicaciones clinicas.

Objetivo

El objetivo de este estudio fue usar un modelo de corazén de roedor en funcionamiento aislado para comparar la
funcion cardiaca en ratas tratadas con trientina y no tratadas, diabéticas por STZ y normales.

Métodos
Animales
Los animales usados en estos experimentos recibieron cuidados que cumplieron los “Principios del cuidado de
animales de laboratorio” (Sociedad nacional de investigacion médica) y el estudio fue aprobado por el comité de

ética animal de la Universidad de Auckland.

Ratas Wistar albinas macho que pesaban 330-430 g se asignaron a cuatro grupos experimentales del siguiente
modo:

Grupos experimentales

Grupo Caodigo N Tratamiento

Grupo A STZ 8 Diabetes durante 13 semanas

GrupoB STz/D7 8 Diabetes durante 13 semanas (semana de terapia con farmaco 7-13)
Grupo C  Referencia 9 Controles no diabéticos

Grupo D  Referencia/D7 11 Controles no diabéticos (semana de terapia con farmaco 7-13)

STZ = Estreptozotocina
D7 = tratamiento con trientina durante 7 semanas consecutivas comenzando 6 semanas después del inicio
del experimento.

La diabetes se indujo por estreptozotocina intravenosa (STZ; Sigma; St. Louis, MO). A todas las ratas se les
administré un anestésico de inhalacién corta (induccion: 5% de halotano y 2 I/min de oxigeno, mantenido en 2% de
halotano y 2 I/min de oxigeno). Aquellas ratas asignadas a estar en los dos grupos diabéticos recibieron luego una
Unica dosis en bolo intravenoso de STZ (57 mg/kg de peso corporal) en 0,5 ml de 0,9% de solucion salina
administrada por una vena de la cola. Los animales de referencia no diabéticos recibieron un volumen equivalente
de 0,9% de solucion salina sola. Las ratas diabéticas y no diabéticas se alojaron en parejas iguales y se les
proporciond acceso libre a pienso de rata normal (granulos de la dieta 86; New Zealand Stock Feeds, Auckland, NZ)
y agua desionizada a voluntad. Cada jaula tuvo dos botellas de agua en ella para garantizar igual acceso a agua o
farmaco para cada animal. Los animales se alojaron a 21 grados y 60% de humedad en jaulas para ratas
convencionales con un suelo de serrin que se cambid diariamente. La glucosa en sangre se midié en muestras de
sangre capilar de la punta de la cola (Advantage Il, Roche Diagnostics, NZ Ltd). El muestreo se realizé en todos los
grupos a la misma hora del dia. La glucosa en sangre y el peso corporal se midieron en el dia 3 tras la inyeccion de
STZ o solucion salina y luego semanalmente durante todo el estudio. La diabetes se confirmé por la presencia de
polidipsia, poliuria e hiperglucemia (>11 mmol-l'1).

En el grupo diabético tratado con farmaco, la trientina se preparé en el agua potable para cada jaula a una
concentracion de 50 mg/l. Cada animal consumié aproximadamente 260 ml de agua por dia una vez se establecio6 la
diabetes, dando una dosis de farmaco total por animal por dia de ~13 mg. El agua potable que contenia trientina se
administré continuamente desde el inicio de la semana 7 hasta que el animal se sacrifico al final de la semana 13.
En el caso del grupo no diabético Referencia/D7 que bebié menos agua por dia que los animales diabéticos, la
concentracion de farmaco en su agua potable se ajusté cada semana de manera que consumiera aproximadamente
la misma dosis que el grupo STZ/D7 correspondiente. Los estudios preliminares nuestros e informes independientes
(Rodrigues B y col., Diabetes (1988) 37(10):1358-64) han mostrado que estos animales diabéticos tienen
cardiomiopatia establecida en el momento en el que comienza la administracion del farmaco a este grupo.

El ultimo dia del exPerimento, los animales se anestesiaron (5% de halotano y 2 I'min” de O2) y se administré
heparina (500 Ul-kg™') (Weddel Pharmaceutical Ltd., Londres) intravenosamente por la vena de la cola. Entonces se
tomd una muestra de sangre de 2 ml de la vena cava inferior y el corazon se extirp6 rapidamente y se sumergié en
tampon bicarbonato de Krebs-Henseleit frio en hielo para detener la actividad contractil. Entonces, los corazones se
colocaron sobre el aparato de corazones en funcionamiento perfundidos aislados.

Perfusion

La raiz adrtica del corazon se ligd inmediatamente a la canula adrtica del aparato de perfusion. Se establecio la

perfusion retrograda (Langendorff) a una presion hidrostatica de 100 cm de H;O y a 37°C y continud durante 5 min

mientras que se completd la canulacion de la auricula izquierda por la vena. Entonces, la preparacion de no
13
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funcionamiento (Langendorff) se convirtié en el modelo de corazén en funcionamiento por cambio del suministro de
tampon de perfundido de la aorta a la auricula izquierda a una presién de llenado de 10 cm de H2O. El ventriculo
izquierdo se expulso espontaneamente en la canula adrtica contra una presion hidrostatica (poscarga) de 76 cm de
H20 (55,9 mm de Hg). El tampdn de perfusion fue tampén bicarbonato de Krebs-Henseleit (mM: KCI 4,7, CaCl; 2,3,
KH2PO4 1,2, MgSOs4 1,2, NaCl 118, y NaHCO3 25), pH 7,4 que contiene glucosa 11 mM y se gase6 continuamente
con 95% de 02:5% de CO,. El tampdn también se filtr6 continuamente en linea (inicial 8 um, siguiendo filtros de
acetato de celulosa de 0,4 uym; Sartorius, Alemania). La temperatura de todo el aparato de perfusién se mantuvo por
camisas de agua y la temperatura del tampon se monitorizé continuamente y se ajusté para mantener los corazones
a 37°C durante toda la perfusion.

Monitorizacioén y electroestimulacion cardiaca de la tension

Una canula intravenosa de plastico 24g modificada (Becton Dickson, Utah, EE.UU.) se insert6 en el ventriculo
izquierdo por el vértice del corazén usando la aguja introductora normal. Esta canula se uni6é posteriormente a un
transductor de presion piezoeléctrico SP844 (AD Instruments, Australia) para monitorizar continuamente la presion
ventricular izquierda. La presion adrtica se monitorizé continuamente mediante un brazo lateral de la canula aértica
con un ftransductor de presion (modelo P23XL de Statham, Gould Inc., CA, EE.UU.). El corazén fue
electroestimulado (Digitimer Ltd, Heredfordshire, Inglaterra) a una tasa de 300 Ipm por medio de electrodos unidos a
la canula de la vena adrtica y pulmonar usando voltajes supraumbrales con pulsos de 5 ms de duracién del
generador de onda cuadrada.

Mediciones de flujo aértico

Se registro el flujo adrtico por un caudalimetro en linea (Transonic T206, Ithaca, NY, EE.UU.) y el flujo coronario se
midio por recogida de 30 s controlada del efluente de la vena coronaria en cada etapa de momento de tiempo del
protocolo.

Aparato de corazén en funcionamiento

Este aparato de corazon en funcionamiento fue una variante del originariamente descrito por Neely JR y col., (1967)
Am J Physiol, 212: 804 - 14. Nuestro aparato modificado permiti6 mediciones de la funcién cardiaca a diferentes
presiones de precarga (Figura 14 y Figura 15). Esto se logré construyendo el aparato de manera que la altura del
flujo de entrada del tampdn que viene al corazén pudiera alterarse mediante una serie de etapas graduadas de un
modo reproducible.

Como en el caso de la precarga, el tubo del flujo de salida de la aorta también podria aumentarse en altura para
proporcionar una serie de presiones de poscarga definidas. Las alturas de poscarga se han convertido en mm de Hg
para la presentacion en los resultados de acuerdo con la convencién publicada.

Recogida de datos

Se recogieron todos los datos de los transductores de presion y sonda de flujo (maquina de adquisicion de datos
Powerlab 16s; AD Instruments, Australia). Las funciones de procesamiento de datos de este dispositivo se usaron
para calcular la primera derivada de las dos ondas de presion (ventricular y aortica). Los datos de la funcion cardiaca
final disponibles comprendieron:

Entrada cardiaca*; flujo aodrtico; flujo coronario; presiéon ventricular/adrtica izquierda pico desarrollada; tasa
maxima de desarrollo de la presion ventricular (+dP/dt)**; tasa maxima de relajacion de la presion ventricular (-
dP/dt)**; tasa maxima del desarrollo de la presion aodrtica (+dP/dt adrtica); tasa maxima de relajacion aodrtica (-
dP/dt adrtica).

[*La entrada cardiaca (CO) es la cantidad de tampon bombeado por unidad de tiempo por el corazén y comprende
tampon que es bombeado fuera de la aorta, ademas del tampdén bombeado a los vasos coronarios. Esto es un
indicador global de la funcion cardiaca.

** +dP/dt es la tasa de cambio de la presion ventricular (o adrtica) y establece una buena correlacion con la fuerza
de la contraccidon del ventriculo (contractilidad). Puede usarse para comparar capacidades de contractilidad de
diferentes corazones a la misma precarga (Textbook of Medical Physiology, Ed. A. Guyton. Saunders company
1986). -dP/dt es una medicion aceptada de la tasa de relajacion del ventriculo].

Protocolo

El experimento se dividi6 en dos partes, la primera con 'poscarga fija' y 'precarga variable' la segunda, que
inmediatamente siguio a la primera, con 'precarga fija' y 'poscarga variable'.
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) Poscarga fija y precarga variable

Después de completarse la canulacion inicial, el corazén se dejo inicialmente que se equilibrara durante 6 min a 10
cm de H,O de presion de llenado auricular y 76 cm de H>O de poscarga. Durante este periodo, la canula del
transductor de la presion ventricular izquierda se insertd y se puso en marcha la unidad de electroestimulacion. Una
vez fue estable el corazon, la presidon de llenado auricular se redujo entonces a 5 cm de H.O de agua y luego
aumento progresivamente en la etapa de 2,5 cm de H,O durante una serie de 7 etapas a un maximo de 20 cm de
H20. La precarga se mantuvo a cada presion de llenado durante 2 min, tiempo durante el cual pudo observarse que
la traza de presion se estabilizaba y se midio el flujo coronario. Al completarse el experimento de precarga variable,
la porcion de poscarga variable del experimento comenzé inmediatamente.

1) Precarga fija y poscarga variable

Durante esta parte del experimento, la presion de llenado (precarga) se fijé a 10 cm de H;0 y la poscarga aumenté
entonces de 76 cm de H20O (55,9 mm de Hg) en la etapa de 8 cm de H,O (5,88 mm de Hg); de nuevo cada etapa fue
de 2 min de duracién. La altura maxima (poscarga) a la que cada corazén individual se expuso por ultimo lugar se
determind tanto por realizacion de la altura de poscarga disponible maxima de 145 cm de H,O (106,66 mm de Hg)
como la altura a la que el flujo adrtico medido fue de 0 mil/min. En la ultima situacion se considerd que el corazén
“habia fallado funcionalmente”. Para garantizar que este fallo fue de hecho funcional y no debido a otra causa (por
ejemplo, lesién isquémica o valvular permanente), entonces todos los corazones se devolvieron a las condiciones de
perfusion iniciales (precarga 10 cm de H.O; poscarga 75 cm de H,O) durante 4 minutos para confirmar que la
funcién de bombeo podria restaurarse.

Al final de este periodo, los corazones se pararon con una infusion retrégrada de 4 ml de KCl frio (24 mM). Entonces,
los restos auriculares y vasculares se escindieron, el corazén se secd con material absorbente y se pesé. Se hizo
una incision en los ventriculos a mitad de camino entre el vértice y el surco atrioventricular. Entonces, las mediciones
del espesor de la pared ventricular se hicieron usando un micro-compas calibrador (Absolute Digimatic, Mitutoyo
Corp, Japon).

Anadlisis

Los datos de Powerlab se extrajeron promediando intervalos de 1 min de la parte estable de la traza electrénica
generada a partir de cada etapa en el protocolo. Entonces, los resultados de cada grupo se combinaron y se
analizaron para diferencias entre los grupos para los diversos parametros de la funcién cardiaca (entrada cardiaca,
+/-dP/dt ventricular izquierda).

Las diferencias entre observaciones repetidas a diferentes condiciones de precarga se exploraron y se contrastaron
entre el grupo de estudio usando un enfoque de modelos mixtos para medidas repetidas (SAS v8.1, SAS Institute
Inc, Cary NC). Los datos al azar ausentes se entraron usando un enfoque de probabilidad maxima. Se examinaron
adicionalmente la media significativa y los efectos de interaccion usando el procedimiento de Tukey para mantener
una tasa de error del 5% por emparejamiento para las pruebas a posteriori. Todas las pruebas fueron bilaterales. El
analisis de supervivencia se hizo usando Proc Liftest (SAS V82). Se us6 un analisis unilateral de la varianza para
probar la diferencia entre grupos en diversos parametros de peso. Se usaron pruebas de Tukey para comparar cada
grupo entre si.

Resultados

Animales

Al final del experimento, los animales diabéticos fueron aproximadamente el 50% mas pequefios que sus normales
de la misma edad correspondientes. Los pesos de los animales al final del periodo experimental se encuentran en la

Tabla 4.

Tabla 4. Pesos corporales de los animales iniciales y finales (media + DE)

Numero (n) Tratamiento Peso inicial Peso final
(9) (9)
Grupo A 8 STZ 361 +12 j 221 + 27
Grupo B 8 STzZ/D7 401 + 33 290 + 56
Grupo C 9 Referencia 361 + 16 j 574 + 50
Grupo D 11 Referencia/D7 357 +7 563 + 17

*P < 0,05
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Una grafica del porcentaje de cambio en peso para cada grupo experimental se encuentra en la Figura 5, en la que
la flecha indica el inicio del tratamiento con trientina.

Estado diabético

Los valores de glucosa en sangre para los cuatro grupos de ratas se presentan en la Figura 6. Generalmente, la
presencia de diabetes se establecié y se confirmé en el plazo de 3-5 dias desde la inyeccion de STZ. El grupo de
control de Referencia y Referencia/D7 permanecié normoglucémico durante todo el experimento. El tratamiento con
el farmaco no se diferencio en el perfil de glucosa en sangre (p=ns) en ningun grupo tratado en comparacién con su
grupo de comparacion sin tratar apropiado respectivo.

Pesos del corazén

Las mediciones finales del peso del corazén y el espesor de la pared ventricular se presentan en la Tabla 5. Hubo
una pequefia mejora, pero significativa, en la relacion de “corazén:peso corporal” con el tratamiento en los animales
diabéticos. Hubo una tendencia hacia una relacion de “espesor de la pared ventricular:peso corporal” mejorada en
diabéticos tratados en comparacion con no tratados, pero esto no alcanzo la significancia.

Tabla 5 Pesos finales del corazén (g) y por g de peso corporal (PC) del animal (media + DE)
Espesor de la pared por PC (mm)/(g)
(mm)
Referencia 1,58 + 0,0028 +0,0002° 3,89 +0,38° 0,0068 +
0,13% 0,0009%
STZ/D7 1,18 £ 0,24 ] n 0,0041+0,0005 ]* 3,79+0,52 0,0127 + 0,0027
STZ 1,03 0,17 0,0047 + 0,0004 3,31+£0,39 ] n 0,0152 + 0,0026 n
Referencia/D7 1 58 + 0,0028 +0,0001% 4,03+0,15 0,0072 +
0,05° 0,0003%
*P < 0,05

§ = significativo con los grupos de STZ y STZ/D7 p< 0,05
Resultados de la parte |

Las siguientes graficas de las Figuras 7 a 12 representan los parametros de rendimiento cardiaco de los animales
mientras que se someten a presion de llenado auricular creciente (5-20 cm de H»O, precarga) con una poscarga
constante de 75 cm de H»20O (55,9 mm de Hg). Todos los resultados son media + eem. En cada gréfica, por claridad,
a menos que se establezca de otro modo, sélo se muestran las diferencias significativas relacionadas con STZ/D7
los otros grupos: * indica p<0,05 para STZ frente a STZ/D7, # p<0,05 para STZ/D7 frente a Referencia 7. A menos
que se establezca, STZ/D7 frente a Referencia o Referencia/D7 no fue significativo. La entrada cardiaca (Figura 7)
es la suma al flujo adrtico (Figura 10) y el flujo coronario como se muestra en la Figura 8. Como los corazones de
control y grupos experimentales tienen pesos finales significativamente diferentes, el flujo coronario también se
presenta (Figura 9) como el flujo normalizado al peso del corazén [Obsérvese que el flujo coronario es generalmente
proporcional a la masa de musculo cardiaco y, por tanto, al peso cardiaco].

La primera derivada de la curva de presion da la tasa de cambio en el desarrollo de la presién en el ventriculo con
cada ciclo cardiaco y el valor de la tasa positiva maxima de cambio (+dP/dt) se representa en la Figura 11. La tasa
maxima de relajacion correspondiente (-dP/dt) esta en la Figura 12. Resultados similares que muestran la mejora en
la funcion cardiaca se encontraron a partir de los datos derivados de la canula de presion adrtica (resultados no
mostrados).

Resultados de la parte Il

La capacidad de los corazones para sobrellevar el trabajo de poscarga adicional se evalué en condiciones para
precarga constante y poscarga creciente. La representacion de la supervivencia funcional, es decir, el nimero
restante de corazones en cada poscarga que todavia tuvo una entrada aodrtica superior a 0 ml/min, se encuentra en
la Figura 13 y la Tabla 6.

Tabla 6. Supervivencia cardiaca en cada presion de poscarga
Numero supervivientes (flujo aértico >0 ml/min) Porcentaje de en funcionamiento en cada
poscarga
Poscarga STZ STZ/D7 Referencia Referencia/lD7 STZ STZ/D7 Referencia Referencia/D7
(mm de
Hg)
5,9 8 8 9 11 100% 100% 100% 100%
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Numero supervivientes (flujo aértico >0 ml/min) Porcentaje de en funcionamiento en cada
poscarga
Poscarga STZ STZ/D7 Referencia Referencia/lD7 STZ STZ/D7 Referencia Referencia/D7
(mm de
Hg)

1,8 8 8 9 11 100% 100% 100% 100%
67,7 8 8 9 11 100% 100% 100% 100%
71,4 6 8 9 11 75%  100% 100% 100%
77,2 5 8 9 11 63%  100% 100% 100%
83,1 4 7 9 11 50% 88% 100% 100%
88,3 3 7 9 11 38% 88% 100% 100%
94,9 1 5 9 11 13%  62,5% 100% 100%
100,8 0 3 9 11 0% 37% 100% 100%
106,7 0 1 9 9 0% 13% 100% 82%
Resumen

o El Tratamiento con trientina no tuvo efecto obvio sobre las concentraciones de glucosa en sangre en los dos
grupos diabéticos (como era de esperar).

o Hubo una mejora pequefia, pero significativa, en la relacion de (peso del corazén) / (peso corporal) en el grupo
diabético tratado con trientina en comparacion con la del grupo diabético sin tratamiento.

o Cuando la precarga aumentd con la poscarga mantenida constante, la entrada cardiaca fue restaurada a los
valores de Referencia. Tanto los flujos coronarios adrticos como absolutos mejoraron en el grupo tratado con
farmaco.

o Los indicadores para contraccion y relajacion ventricular mejoraron ambos significativamente en el grupo
tratado con farmaco en comparacion con valores equivalentes en el grupo diabético sin tratar. La mejora restauro
la funcién a tal grado que no hubo diferencia significativa entre los grupos tratados con farmaco y de control
Referencia.

o Las medidas del transductor adrtico del cambio de presion también mostraron funcién mejorada en el grupo
diabético tratado con farmaco en comparacion con el diabético sin tratar (datos no mostrados).

o Cuando la poscarga aument6 en presencia de precarga constante, se observé que la capacidad del corazon
para funcionar a mayores poscargas fue enormemente mejorada en el grupo diabético tratado con farmaco en
comparacion con el grupo diabético sin tratar. Cuando ~50% de los corazones diabéticos sin tratar habia fallado,
~90% de los corazones diabéticos tratados con trientina estaban todavia en funcionamiento.

o En comparacion con los corazones diabéticos sin tratar, la respuesta de los corazones diabéticos tratados con
farmaco mostré mejoras significativas en varias variables: entrada cardiaca, flujo aértico, flujo coronario, ademas
de contraccion ventricular e indices de relajacion mejorados. El tratamiento con farmaco de animales normales
no tuvo efectos adversos sobre el rendimiento cardiaco.

Conclusion:

Estos datos preliminares sugieren que el tratamiento de ratas diabéticas por STZ con ftrientina mejora
espectacularmente varias medidas de la funciéon cardiaca.

Conclusiones:
La administracion de trientina oral durante 7 semanas a ratas Wistar con diabetes previamente establecida de 6
semanas de duracién produjo una mejora global en la funcién cardiaca. Esta mejora se demostré por la mejora de la

funcién contractil (+dP/dT) y una reduccion en la rigidez ventricular (-dP/dT). También mejoré sustancialmente la
capacidad global del corazén diabético tratado con trientina para tolerar la poscarga creciente.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente eficaz para reducir el contenido de valores de cobre en un sujeto humano, comprendiendo dicho
agente trientina, o un agente quelante de cobre de tipo trientina seleccionado del grupo que consiste en:
trietilentetramina, clorhidrato de trientina, 2,3,2 tetramina, tetraclorhidrato de 2,2,2 tetramina, tetraclorhidrato de 2,3,2
tetramina y tetraclorhidrato de trietilentetramina, para uso en el tratamiento de un sujeto humano no diabético que no
tiene enfermedad de Wilson de patologias del arbol cardiovascular y érganos dependientes seleccionados de:

i) cardiomiopatia,

ii) trastornos ateromatosos de los vasos sanguineos principales,

iii) trastornos toxicos, inducidos por farmaco y metabolicos de vasos sanguineos pequefos y
iv) ruptura de placas de lesiones ateromatosas de los vasos sanguineos principales,

o
para uso en dicho sujeto en un método para mejorar la reparacion tisular de tejido dafiado seleccionado de
miocardio, el arbol vascular y drganos dependientes del arbol vascular, donde el dafio ha surgido de uno o mas de i)
aiv).

2. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde los 6rganos dependientes comprenden el rifion.

3. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde los érganos dependientes comprenden la retina o
los nervios.

4. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente comprende
trietilentetramina.

5. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el sujeto padece y/o esta
predispuesto a insuficiencia cardiaca y/o cardiomiopatia.

6. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el agente tiene una
afinidad por el cobre superior a la del hierro.

7. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el sujeto tiene un
contenido elevado de valores de cobre y/o se realiza al menos una determinacion de estado de valores de cobre en
dicho sujeto.

8. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el agente se selecciona del grupo que consiste
en clorhidrato de trientina, tetraclorhidrato de 2,2,2 tetramina, tetraclorhidrato de 2,3,2 tetramina y tetraclorhidrato de
trietilentetramina.

9. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el agente es clorhidrato de trientina y es para uso
en una administracion a dosificaciones o una dosificaciébn para proporcionar, si es parenteral, al menos
aproximadamente 120 mg/dia en dicho paciente, y, si es oral, al menos aproximadamente 1200 mg/dia en dicho
sujeto.

10. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en forma de una unidad de
dosificacion.

11. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacién 9 en donde la unidad de dosificacion es una unidad de
dosificacion oral.

12. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el trastorno
ateromatoso es un trastorno ateromatoso de la aorta, las arterias coronarias, las arterias carétidas, las arterias
cerebrovasculares, las arterias renales, las arterias iliacas, las arterias femorales o las arterias popliteas.

13. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el trastorno de un
vaso sanguineo pequefio es un trastorno de una o mas de las arteriolas retinianas, las arteriolas glomerulares, el
vaso nervorum, las arteriolas cardiacas, los lechos capilares del ojo, el rifién, el corazén y los sistemas nerviosos
central y periférico.

14. El agente para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la lesion ateromatosa

es una lesién ateromatosa de la aorta, las arterias coronarias, las arterias carétidas, las arterias cerebrovasculares,
las arterias renales, las arterias iliacas, las arterias femorales o las arterias popliteas.
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Hipotesis
. 16n del producto de glicoxidacion (formacion de AGE*)

Lipido o proteina + glucosa —» {Proteina — AGE
{Lipido — AGE

Proteina de Cu-AGE o lipido de Cu-AGE - Proteina +
. 0, .

2 Sﬁpéréxido dismutasa

20,7 + 2H" - H202 + 0

3. Reaccion de Haber-Weiss (catalizador de sal de cobre)

H0, . + 207 - 0, + OH<+ OH-
*AGE = producto final de la glicaciéon avanzada

FIGURA 2
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