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DESCRIPCION
Procedimiento de determinacion de la masa muscular esquelética corporal total

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a procedimientos para determinar el tamafio de reserva corporal total de creatina y
masa muscular esquelética corporal total en un sujeto mediante el uso de una dosis de seguimiento administrada por
via oral de D3-creatina y abarca procedimientos mejorados para la determinacion de la concentracion de creatina en
una muestra de orina.

Antecedentes de la invencion

El musculo esquelético juega un papel central en las adaptaciones metabdlicas para aumentar y disminuir la
actividad fisica, en enfermedades (por ejemplo, caquexia), en obesidad y en envejecimiento (por ejemplo,
sarcopenia). La sarcopenia se describe como la pérdida asociada a la edad del musculo esquelético (Evans (1995)
J. Gerontol. 50A:5-8) y se ha asociado con problemas de movilidad (Janssen y Ross, (2005) J. Nutr. Health Aging
9:408-19) y costes sanitarios considerablemente aumentados para las personas mayores (Janssen y col. (2004) J.
Am. Geriatr. Soc. 52: 80-5). La pérdida de musculo esquelético con edad avanzada esta asociada con necesidades
energéticas disminuidas y aumento simultaneo en grasa, debilidad y discapacidad corporal, resistencia a la insulina y
riesgo de diabetes. La pérdida de musculo esquelético asociado con una enfermedad subyacente (caquexia) esta
asociada con una mortalidad considerablemente aumentada (Evans (2008) Clin. Nutr. 27: 793-9).

Debido al papel fundamental que el musculo esquelético corporal tiene en la edad y enfermedades, existe un
esfuerzo en el ambito farmacéutico en identificar agentes terapéuticos que estimularan la sintesis de proteina del
musculo y aumentara la masa muscular. Sin embargo, las metodologias actuales para la cuantificacion de las
sintesis muscular y masa muscular a menudo implican procedimientos invasivos (por ejemplo, biopsias musculares)
o dependen de un equipamiento costoso (es decir, DEXA, MRI o CT) que proporciona solo datos indirectos sobre la
masa muscular corporal completa. Debido a estas limitaciones, no se usa ningun procedimiento rutinario en la clinica
para la estimacion de la masa muscular esquelética y no se han producido ningunos criterios de diagnoésticos para
los célculos de masa muscular. Como resultado, no existe un modo sencillo de determinar los efectos de agentes
terapéuticos potenciales sobre la masa de la sintesis de proteina muscular.

Picou y col. (Pediatr Res., 1976, 10(3): 184-8) se refiere a la mediciéon de la masa muscular en nifios que usan
[15N]creatina.

Por consiguiente, ain permanece la necesidad en la técnica de mediciones fiables, realizadas de forma sencilla, no
invasivas de la masa muscular esquelética corporal.

Breve sumario de la invenciéon

La presente invencion se basa en el hallazgo de que el enriquecimiento de estado estacionario de D3-creatinina en
una muestra de orina después de una administracion oral de una Unica dosis de seguimiento definida de D3-creatina
puede usarse para calcular el tamafio de reserva de creatina corporal total y masa muscular esquelética en un
sujeto.

La invencion se basa adicionalmente en el hallazgo de que la concentracién de creatinina en una muestra de orina
puede determinarse mediante la medicion de la concentracion de is6topo de creatinina M+2 y dividiendo esta
concentracion mediante un factor de dilucién, en el que el factor de dilucién es la relaciéon de la concentracion de
creatinina M+2 con respecto a la concentracion de creatinina M+0 en la muestra de orina. Determinar la
concentracion de creatinina en una muestra de orina segun estos procedimientos mejorados permite la medicion
simultanea de la concentracion de creatinina y D3-creatinina en una Unica muestra usando instrumental ampliamente
disponible. Por consiguiente, este procedimiento de deteccion mejorado facilitara la adaptacion generalizacion de los
presentes procedimientos para su uso en la determinacion de la masa muscular esquelética en pacientes.

Por consiguiente, la invencién proporciona un procedimiento para determinar la masa muscular esquelética corporal
total en un sujeto tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12. Generalmente, la invencion
proporciona un procedimiento para determinar la masa muscular esquelética corporal total en un sujeto al cual se le
ha administrado D3-creatina por via oral, en el que el procedimiento comprende las etapas de:

(a) dejar que transcurran al menos 12 horas después de la administracion de la D3-creatina;

(b) determinar la concentracién de creatinina y D3-creatinina en una muestra de orina obtenida a partir del sujeto;
(c) usar las concentraciones de creatinina y D3-creatinina determinadas en la etapa (b) para calcular la masa
muscular esquelética corporal del sujeto.

En determinadas realizaciones, la concentracion de creatinina y D3-creatinina en la muestra de orina se determina
mediante HPLC/MS/MS.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Enriquecimiento de D3-creatinina urinario y tamafio de reserva de creatina corporal total en ratas en
crecimiento. (A) Enriquecimiento de D3-creatinina urinario (determinado mediante espectrometria de masas de
relaciones isotdpicas) en ratas de 9 semanas de edad (peso corporal medio 304 + 11 g, n = 10) y de 17 semanas
de edad (peso corporal medio 553+39 g, n = 10) en el tiempo indicado después de una Unica dosis oral de
0,475mg de D3-creatina, que muestra el logro del estado estacionario isotépico por 48h y una separacion clara
de grupos de edad de rata en crecimiento (P<0,001 entre grupos todos los tiempos; dentro de los grupos, la
diferencia entre 48 y 72h no resulta significante; ensayo ANOVA de 2 factores y de Student). (B)Tamarfio de
reserva de creatina calculada a partir de enriquecimiento de D3-creatinina urinaria de 72h para los grupos de
ratas en la Figura 1, que muestran una clara separacion entre los grupos de edad (p<0,0001).

Figura 2. Correlacion entre Masa Corporal Magra mediante Resonancia magnética cuantitativa y tamafio de
reserva de creatina corporal total, ajustada para el efecto de la edad, para los grupos de ratas en la Figura 1
(rtodas las ratas = 0,69; P <0,001)

Figura 3. Incluso entre los grupos de ratas de distinta edad de la Figura 1, existe una correlacién significante del
tamafio de reserva de creatina y la masa corporal magra bien mediante resonancia magnética cuantitativa
(izquierda) o bien mediante DEXA (derecha).

Figura 4. La correlacion significante entre la masa corporal magra se determind mediante resonancia magnética
cuantitativa y el tamafio de reserva de creatina se determindé mediante dilucion de D3-creatina en ratas de 22
semanas de edad (n=10 por grupo) tratadas las dos semanas anteriores con bien vehiculo o dexametasona
(P<0,001 y P=0,01, respectivamente).

Figura 5. Correlacion entre la masa corporal magra determinada mediante resonancia magnética cuantitativa y el
tamafo de reserva de creatina corporal total determina mediante dilucién de D3-creatina para todas las 40 ratas
usadas en los dos estudios transversales (y=0,20x+91,6; r = 0,9517; P<0,0001).

Figura 6. Esta figura muestra un diagrama de flujo para una realizacion del procedimiento de determinacion de la
masa esquelética corporal total.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se basa en el hallazgo de que el enriquecimiento de D3-creatinina en una muestra de orina
después de una administraciéon oral de una Unica dosis definida de D3-creatina puede usarse para calcular el
tamafio de reserva de creatina corporal total y masa muscular esquelética en un sujeto. Por consiguiente, la
invencion proporciona un procedimiento no invasivo y preciso para determinar el musculo esquelético corporal total.
Los procedimientos de la invencidon encuentran uso, entre otros, en el diagndstico y seguimiento de afecciones
médicas asociadas con cambios en la masa muscular esquelética corporal total y en la investigacion de potenciales
agentes terapéuticos para determinar sus efectos sobre la masa muscular.

De acuerdo con el procedimiento, se ha administrado D3-creatina por via oral a un sujeto. Aunque el presente no
queda limitado por mecanismo, se cree que la D3-creatina se absorbe rapidamente, distribuye y transporta de forma
activa al musculo esquelético, donde se diluye en la reserva muscular esquelética de creatina. EI musculo
esquelético contiene la amplia mayoria (> del 98 %) de la creatina corporal total. En el tejido muscular, la creatina se
convierte en creatinina mediante una reaccion irreversible, no enzimatica a una tasa estable de aproximadamente
1,7 % por dia. Esta creatinina es un metabolito estable de difusion rapida desde el musculo, no es un sustrato para
el transportador de creatina y no puede transportarse de nuevo al misculo y se excreta en la orina. Como resultado,
una vez se alcanza un estado estacionario isotépico, el enriquecimiento de una D3-creatinina en una muestra de
orina unica después de una dosis de seguimiento oral definida de una D3 creatina refleja el enriquecimiento de
creatina muscular y puede usarse para determinar directamente el tamafio de reserva de creatina. A continuacion, la
masa muscular esquelética puede calcularse basandose en el contenido de creatina muscular conocido.

Por consiguiente, en un aspecto la invencién proporciona un procedimiento de determinacion de la masa muscular
esquelética corporal total en un sujeto al cual se le ha administrado 10 -200 mg de D3-creatina o una sal o hidrato de
la misma por via oral, en el que el procedimiento comprende las etapas de:

(a) dejar que transcurran al menos 12 horas después de la administracion de la D3-creatina;

(b) determinar la concentracion de creatinina y D3-creatinina en una muestra de orina obtenida a partir del sujeto;
(c) usar las concentraciones de creatinina y D3-creatinina determinadas en la etapa (b) para calcular la masa
muscular esquelética corporal del sujeto.

En determinadas realizaciones, un hidrato de D3-creatina se ha administrado al sujeto. En realizaciones particulares,
se ha administrado un monohidrato de D3-creatina.

La dosis de D3-creatina a administrar al sujeto se selecciona preferentemente de modo que la creatina marcada es
rapidamente absorbida en el torrente sanguineo y la descarga de marcador en exceso en la orina se ve minimizada.
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Por consiguiente, para un sujeto humano la dosis de D3-creatina es tipicamente 5-250 mg, tal como 20-125 mg. En
realizaciones particulares, se han administrado 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100 mg de D3-creatina. En
algunas realizaciones, la dosis se ajusta basandose en el género del sujeto. Por lo tanto, en determinadas
realizaciones, el sujeto es de sexo femenino y se han administrado 10-50, tal como 20-40 o mas particularmente, 30
mg de D3-creatina al sujeto. En otras realizaciones, el sujeto es de sexo masculino y se han administrado 40-80 mg,
tal como 50-70 o mas particularmente, 60 mg o 70 mg de D3-creatina al sujeto.

Las formulaciones farmacéuticas adaptadas para la administraciéon oral se pueden presentar como unidades
discretas, tales como capsulas o comprimidos; polvos o granulos; soluciones o suspensiones, cada una con liquidos
acuosos O NO acuosos; espumas o cremas comestibles; o emulsiones liquidas de aceite en agua o emulsiones
liqguidas de agua en aceite. Por ejemplo, para la administracion oral en forma de un comprimido o una capsula, el
componente farmacoldgico activo se puede combinar con un vehiculo oral inerte no toxico farmacéuticamente
aceptable tal como etanol, glicerol, agua y similares. Generalmente, los polvos se preparan moliendo el compuesto
hasta un tamafo fino adecuado y mezclando con un vehiculo farmacéutico apropiado, tal como un carbohidrato
comestible, como, por ejemplo, almidéon o manitol. aromatizantes, conservantes, agentes dispersantes y agentes
colorantes también pueden estar presentes.

Las capsulas se pueden fabricar preparando una mezcla de polvo, liquido o suspension y encapsulando con gelatina
o algun otro material de cubierta adecuado. Los deslizantes y lubricantes tales como silice colidal, talco, estearato de
magnesio, estearato de calcio o polietilen glicol pueden afadirse a la mezcla antes de la encapsulaciéon. Un agente
disgregante o solubilizante tal como agar-agar, carbonato de calcio o carbonato de sodio puede también afadirse
para incrementar la disponibilidad del medicamento cuando la capsula es ingerida. Ademas, cuando se desee o sea
necesario, se pueden afadir a la mezcla aglutinantes, lubricantes, agentes disgregantes y agentes colorantes.
Ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azlcares naturales tales como glucosa o beta-
lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas tales como acacia, tragacanto o alginato de sodio,
carboximetilcelulosa, polietilenglicol, ceras y similares. Los lubricantes utiles en estas formas de dosificacion
incluyen, por ejemplo, oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato sédico, acetato sédico,
cloruro de sodio, y similares. Los disgregantes incluyen, sin limitacion, almidon, metilcelulosa, agar, bentonita, goma
xantana y similares.

Los comprimidos pueden formularse, por ejemplo, preparando una mezcla en polvo, granulando o comprimiendo,
afiadiendo un lubricante y disgregante y prensando hasta dar comprimidos. Una mezcla en polvo puede prepararse
mezclando el compuesto, molido adecuadamente, con un diluyente o base como se ha descrito anteriormente.
Ingredientes opcionales incluyen aglutinantes tales como carboximetilcelulosa, alginatos, gelatinas o
polivinilpirrolidonas, soluciones retardantes tales como parafina, aceleradores de la resorcién tales como una sal
cuaternaria y/o agentes de absorcion tales como bentonita, caolin o fosfato dicalcico. La mezcla en polvo se puede
granular en himedo con un aglutinante tal como jarabe, pasta de almidén, mucilago de acacia o soluciones de
materiales celuldsicos o poliméricos y forzando a través de un tamiz. Como alternativa a la granulacion, la mezcla en
polvo se puede pasar a través de una maquina formadora de comprimidos y el resultado son lingotes formados de
manera imperfecta rotos en granulos. Los granulos se pueden lubricar para prevenir que se peguen a los moldes
formadores de comprimidos por medio de la adicién de acido estearico, una sal de estearato, talco o aceite mineral.
A continuacioén, la mezcla lubricada se comprime hasta dar comprimidos. Los compuestos de la presente descripcion
también pueden combinarse con un vehiculo inerte fluido y darles forma de comprimidos directamente sin pasar por
las etapas de granulado o formacion de pellas. Puede proporcionar un revestimiento protector claro u opaco de un
revestimiento de sellado de goma laca, un revestimiento de azlicar o material polimérico y un revestimiento de brillo
de cera. Se pueden afiadir colorantes a estos revestimientos para distinguir diferentes dosificaciones unitarias.

Los fluidos orales tales como una solucion, jarabes y elixires se pueden preparar en forma de dosificacion unitaria de
modo que una cantidad dada contenga una cantidad predeterminada del compuesto. Los jarabes se pueden
preparar, por ejemplo, disolviendo el compuesto en una solucion acuosa adecuadamente aromatizada, mientras que
los elixires se prepararan mediante el uso de un vehiculo alcohdlico no téxico. Las suspensiones se pueden formular
generalmente dispersando el compuesto en un vehiculo no téxico. Pueden afiadirse solubilizantes y emulsionantes
tales como alcoholes de isoestearilo etoxilado y éteres de sorbitol de polioxietileno. Los solubilizantes que pueden
usarse de acuerdo con la presente invencion incluyen Cremophor EL, vitamina E, PEG y Solutol. Se pueden afiadir
también conservantes y/o aditivos de sabor tales como aceite de menta o edulcorantes naturales, sacarina u otros
edulcorantes artificiales; y similares.

De acuerdo con el procedimiento, la muestra de orina se ha recogido preferentemente después de que los niveles de
D3-creatinina en la orina hayan alcanzado un estado estacionario. Por lo tanto, en determinadas realizaciones, se
han dejado transcurrir al menos 24 horas. En realizaciones particulares, al menos 36 horas, al menos 48 horas, al
menos 60 horas o al menos 72 horas se dejan transcurrir después de la administracion de D3-creatina y antes de la
recogida de la muestra de orina.

La invencion también abarca determinados procedimientos analiticos mejorados para la deteccion de creatinina y
D3-creatinina en muestras de orina. Especificamente, la invencién proporciona la deteccion de creatinina y D3-
creatinina en muestras de orina mediante HPLC/MS, particularmente, HPLC/MS/MS. Sin embargo, también pueden
usarse procedimientos alternativos conocidos en la técnica para detectar creatinina y/o D3-creatinina en muestras de
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orina. Tales procedimientos incluyen mediciones colorimétricas directas o indirectas, el procedimiento de Jaffe, el
analisis de degradacion enzimatica o la derivatizacion de la creatinina seguida por analisis de GC/MS de HPLC con
deteccion de fluorescencia.

De este modo, se desvela un procedimiento para la determinacién de la concentracion de creatinina en una muestra
bioldgica a partir de un sujeto, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(a) obtener una muestra bioldgica del sujeto;

(b) analizar la muestra bioldgica para determinar el area pico de la creatinina del pico de is6topo de creatinina
M+2 para la muestra bioldgica;

(c) comparar al area pico determinada en la etapa (b) con respecto a una curva de calibrado generada usando
D3-creatinina para determinar la concentracion del is6topo de creatinina M+2 en la muestra bioldgica;

(d) dividir la concentracion obtenida en la etapa (c) mediante un factor de dilucién, en el que el factor de dilucion
es la relacion de la concentracion de creatinina M+2 con respecto a la concentracion de creatinina M+0 en la
muestra de bioldgica.

La muestra biolégica es una muestra de orina.

Preferentemente, el area pico del is6topo de creatinina M+2 se determina usando cromatografia
liquida/espectroscopia de masas (LC/MS/MS).

El factor de dilucion puede ser 0,0002142 = 0,0000214. Mas particularmente, el factor de dilucién puede ser
0,002142 + 0,00001, tal como 0,0002142 + 0,000005.

Los procedimientos de la invencién son utiles para el diagndsticos y seguimiento de afecciones médicas asociadas
con cambios en la masa muscular esquelética corporal total. Ejemplos de afecciones médicas en las cuales la
pérdida de masa muscular juega un papel importante en la funcion, estado de rendimiento o supervivencia incluyen,
aunque sin quedar limitadas a fragilidad y sarcopenia en las personas mayores; caquexia (por ejemplo, asociada con
el cancer, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), insuficiencia cardiaca, infeccion por VIH, tuberculosis,
enfermedad renal terminal (ERT); desgaste muscular asociado con terapia de VIH, trastornos que implican
problemas de movilidad (po ejemplo, artritis, enfermedad pulmonar crénica); enfermedades neuromusculares (por
ejemplo, ictus, esclerosis lateral amiotréfica); rehabilitacion después de un trauma, cirugia (incluyendo cirugia de
reemplazo de cadera), enfermedades médicas u otras afecciones que requieren reposo en cama; recuperacion de
enfermedades catabdlicas tales como afecciones infeccionas o neoplasticas; trastornos metabdlicos u hormonales
(por ejemplo, diabetes mellitus, estados hipogonadales, enfermedad de tiroides); respuesta a medicaciones (por
ejemplo, glucocorticoides, hormona de tiroides); desnutricion o pérdida de pero voluntaria. Los procedimientos
reivindicados también son Utiles en evaluaciones relacionadas con el deporte sobre la masa muscular esquelética
corporal total.

Los procedimientos de la invencion también son Utiles para analizar compuestos de ensayo para identificar
compuestos terapéuticos que aumenten la masa muscular esquelética corporal total. La masa esquelética corporal
total de un sujeto puede medirse segun el procedimiento antes y después de que un compuesto de ensayo se haya
administrado al sujeto. La evaluacion de la masa muscular esquelética corporal total puede repetirse a intervalos
adecuados para controlar el efecto del compuesto de ensayo sobre la masa muscular esquelética corporal total.

Seccion experimental

Uso del procedimiento de dilucion del indicador de D3-creatina para determinar la masa muscular
esquelética corporal total en un modelo pre-clinico

Se determiné una dosis de 0,475 mg de D3-creatina por rata para absorberse de forma rapida y completa y alcanzar
la circulacion sistémica con derrame urinario minimo, de modo que >99 % del indicador de D3-creatina debe estar
disponible para equilibrarse con la reserva de creatina corporal.

El procedimiento de dilucion de creatina se usé a continuacion para determinar el enriquecimiento de D3-creatina
urinario y el tiempo de estado estacionario isotopico en ratas en crecimiento. En un estudio transversal, se
proporciond una Unica dosis oral de 0,475 mg de D3-creatina por rata a dos grupos de ratas, 9 y 17 semanas de
edad y la orina se recogi6 en los puntos de tiempo de 24, 48 y 72 horas después de la dosificaciéon. Como era de
esperar, las ratas mas grandes y con mas edad tuvieron un enriquecimiento de D3-creatina urinaria inferior
(expresado como porcentaje en exceso molar, PEM) en todos los puntos de tiempo que las ratas mas jovenes y
pequenas, reflejando una mayor dilucion de indicador de D3-creatina en la reserva de creatina corporal total. Para
ambos grupos de edad, el enriquecimiento urinario fue mayor a las 24h y estable entre las 48 y 72h, indicando que el
estado estacionario isotopico se alcanzé entre las 24 y 48h después de la dosis de D3-creatina de seguimiento.
(Figura 1A).

A continuacién se calcul6 el tamario de reserva de creatina corporal total usando una férmula para la determinacién
de tamafo de reserva sobre el enriquecimiento de un indicador, asumiendo una Unica reserva de creatina (Wolfe
and Chinkes (2005) Calculation of substrate kinetics: Single-pool model. 22 ed. Isotope tracers in metabolic research.
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Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, Inc. 21-9): la dosis de D3-creatina (0,475 mg) se dividié por el enriquecimiento de
D3-creatinina (PEM/100). La Figura 1B muestra los tamafios de reserva de creatina corporal total calculados a partir
del enriquecimiento urinario de 72h después de la dosis de indicador para los grupos de ratas de 9 y 17 semanas de
edad e indica que el tamafio de reserva de creatina para las ratas mas grandes y viejas es significantemente mas
grande para las ratas mas pequefias y jovenes.

El dia antes de proporcionar la dosis de seguimiento de D3-creatina, se evalud la masa corporal magra (MCM) bien
mediante resonancia magnética cuantitativa (RMC) o DEXA. La Figura 2 muestra que después de tener en cuenta el
efecto de edad, la MCM mediante RMC y el tamafio de reserva de creatina estan significativamente correlacionados.
La MCM mediante RMC vy el tamafio de reserva de creatina también estan significativamente correlacionados en
cada grupo de edad, y la MCM mediante DEXA y el tamafio de reserva de creatina esta significativamente
correlacionadas dentro del grupo de edad de 17 semanas (Figura 3).

En un segundo estudio transversal, un grupo de edad de ratas mas viejas (aun dentro de la fase de crecimiento de
rata de 22 semanas de edad) se tratd una vez al dia por via subcutanea con bien un vehiculo salino o bien
dexametasona para inducir la atrofia muscular esquelética durante 2 semanas antes de la administracion de D3-
creatina. Como en el primer estudio transversal con ratas de 9 y 17 semanas de edad, el estado estacionario
isotopico se alcanzoé entre las 48 y 72h.

En comparacion con los controles tratados con vehiculo, la dexametasona indujo una reduccion significante en MCM
(353 + 32 frente a 459 + 45 g, P<0,001) y una reduccion significante en el tamafo de reserva corporal total (1216 +
227 frente a 1853 + 228 mg, P<0,001). Como en el primer estudio, la MCM y el tamafio de reserva de creatina
estuvieron significativamente correlacionados en los dos grupos de tratamientos individuales (Figura 4).

La Figura 5 muestra la correlacion entre la MCM y el tamafio de reserva de creatina para todas las 40 ratas usadas
en los dos estudios transversales (r = 0.95; P<0,001).

Uso del procedimiento de dilucion del indicador de D3-creatina para determinar la masa muscular
esquelética corporal total en sujetos humanos

Se les administra via oral a sujetos humanos una Unica dosis de 30, 60, o0 100 mg de monohidrato de D3-creatina. A
continuacién se recogen muestras de orina 1, 2, 3, 4, 5 o 6 dias después de la administracion de la dosis de
monohidrato de D3-creatina.

Los analisis farmacocinéticos de orina para cada intervalo de recogida pueden incluir la cuantificacion de PEM
mediante IRMS, la relacién de creatina marcada con deuterio +creatinina marcada con deuterio con respecto a la
creatina total + creatinina total mediante LCMS, creatinina total, tamafio de reserva de creatina y % de dosis de
creatina marcada con deuterio excretada en la orina.

El enriquecimiento de estado estacionario (PEM) puede evaluarse tanto visualmente como a partir de la estimacion
de la pendiente de la regresion lineal de enriquecimiento (PEM) frente al tiempo (punto medio de cada intervalo de
recogida de orina). Puede encajarse un modelo ANOVA de efecto mezclado con el tiempo (variable continua) como
un efecto fijado y el sujeto como un efecto aleatorio. El coeficiente para la pendiente del efecto del tiempo puede
usarse para evaluar el estado estacionario. Puede calcularse el 90 % de intervalos de coincidencia para la
pendiente.

El tamafo de reserva de creatina puede someterse a estimacion una ver se haya alcanzado el enriquecimiento de
estado estacionario para cada intervalo de recogida durante el estado estacionario segun la férmula:

[Cantidad de Cr D3 dosificada (g) - Cantidad total de Cr D3 urinaria (0-t) (g)}/relacion de enriquecimiento(t)
en la que t es el intervalo de recogida de orina durante el estado estacionario.

La masa muscular puede estimarse a partir del tamafio de reserva de creatina asumiendo que la concentracion de
creatina es de 4,3g/kg de la masa muscular humeda completa (MHC) (Kreisberg (1970) J Appl Physiol 28:264-7).

Masa muscular = tamano de reserva de creatina/concentracion de Cr en musculo

El tamario de reserva de creatina también puede estimarse mediante la creatinina urinaria total (moles/dia) dividida
por K (1/dia).

La constante de tasa de excrecion (K) puede estimarse usando un procedimiento de tasa de excrecion estimando la
pendiente decreciente de la linea para el logaritmo de la cantidad de D3-creatina en el intervalo de recogida de orina
frente al tiempo (punto medio del intervalo de recogida de orina) para cada intervalo de recogida a lo largo del
tiempo. Esta estimacion de K puede usarse en el calculo del tamafio de reserva de creatina a partir de una excrecion
de creatinina urinaria de 24h en lugar de usar una estimacion de la forma de volumen de las referencias.

Procedimientos analiticos para cuantificar D3-creatina y D3-creatinina en muestras de orina de sujetos
clinicos
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Los estandares de referencia de monohidrato de D3-creatina y D3-creatinina se adquirieron a partir de C/D/N
Isotopes, Montreal Canada.

Andlisis HPLC-MS/MS

La separacion de D3-creatina se llevd a cabo usando un UPLC Acquity (Waters Corp., Milford, Ma.) equipado con
una columna analitica de silice Zorbax Hilic Plus (50 x 2,1 mm, Rapida Resolucion HD 1,8y, Agilent Corp., Santa
Clara CA.). El volumen de inyeccion es tipicamente de 8 .

La fase movil A (FM A) consistia en 10 mM de formiato de amonio en agua y la fase movil B es acetonitrilo. La
cromatografia de gradiente se empled con una composicion de fase movil inicial del 2 % de 10 mM de formiato de
amonio con un caudal de 0,7 ml/min. Esto se mantuvo durante 0,5 minutos y a continuacion un gradiente lineal con
respecto a un 50 % de FMA se consiguié a los 2,3 minutos. Esto se vio aumentado inmediatamente al 80 % y se
mantuvo durante 0,4 minutos y a continuacion volvio a las condiciones de inicio a los 2,9 minutos. El tiempo total de
ejecucion fue de 3,5 minutos. Este gradiente permitid la separacion del momento basal de la D3-creatina de los
compuestos de interferencia.

La deteccion de D3-creatina se llevé a cabo usando un Sciex API5000 (Applied Biosystems, Foster City, CA). El
sistema HPLC se conectd al API5000 a través de una fuente de pulverizacion de iones turbo que funcionaba en un
modo de ionizacion positivo usando los siguientes parametros: temperatura de ionizacion de 650 °C, voltaje de
pulverizacion de iones de 2500 V, configuracion de cortina de gas de 45 (N.), configuracion de nebulizador de gas
fue de 65 (N2), configuracion de gas de secado fue de 70 (N2), configuracién de colision de gas de 3 (N2). Todos los
otros parametros de espectrémetro de masas se optimizaron para las transiciones individuales. Se adquirieron las
siguientes transiciones de iones (MRM): D3-creatina es m/z = 135 con respecto a m/z = 47 con un tiempo de
retencion tipico de 1,99 min. El estandar de creatina se controla con una transicién de iones de m/z = 139 con
respecto a m/z = 50 con un tiempo de retencion tipico de 1,99 min.

La separacion de los analitos de creatinina y D3-creatinina se llevaron a cabo usando un UPLC Acquity (Waters
Corp., Milford, Ma.) equipado con una columna analitica de silice Zorbax Hilic Plus, con dimensiones de 50 x 2,1 mm
(Rapida Resolucion HD 1,8y, Agilent Corp., Santa Clara CA.). El volumen de inyeccién fue tipicamente de 5 .

La fase movil A consistia en 5 mM de formiato de amonio en agua y la fase movil B fue acetonitrilo. La cromatografia
caudal de 0,7 ml/min. Esto se mantuvo durante 0,4 minutos y a continuacion un gradiente lineal con respecto a un
40% de FMA se consigui6 a los 2,1 minutos. Esto se vio aumentado inmediatamente al 50% a los 2,2 minutos y se
mantuvo durante 0,4 minutos y a continuacion volvio a las condiciones de inicio a los 2,7 minutos. El tiempo total de
ejecucion fue de 3,5 minutos. Este gradiente permitio la separacion del momento basal de la d3-creatina y creatinina
de los compuestos de interferencia.

La deteccién de los analitos de creatinina y D3-creatina se llevd a cabo usando un Sciex API5000 (Applied
Biosystems, Foster City, Ca.). El sistema HPLC se conect6 al API5000 a través de una fuente de pulverizacion de
iones turbo que funcionaba en un modo de ionizacién positivo usando los siguientes parametros: temperatura de
ionizacién de 350°C, voltaje de pulverizacién de iones de 5500 V, configuracion de cortina de gas de 45 (N>),
configuracion de nebulizador de gas fue de 60 (N2), configuracion de gas de secado fue de 65 (N2), configuracion de
colision de gas de 3 (N2). Todos los otros parametros de espectrometro de masas se optimizaron para las
transiciones individuales. Se adquirieron las siguientes transiciones de iones (MRM): D3-creatinina es m/z = 117 con
respecto a m/z = 47 y para creatinina (isdtopo M+2) fue m/z = 116 con respecto a m/z = 44 con un tiempo de
retencién tipico de 1,5 min. El estandar de creatina se controla con una transiciéon de iones de m/z = 121 con
respecto a m/z = 51 con un tiempo de retencién tipico de 1,5 min. Para la creatinina, la version de is6topo M+2 se
adquirié para evitar la dilucién de la muestra con tampén.

Los valores de concentracion de creatinina endégena se determinan en muestras clinicas de orina humana usando
una curva estandar de calibracion de D3-creatinina. El is6topo de D3-creatinina se comporta de forma similar a la
creatinina por toda la extraccién y los procedimientos de HPLC-MS/MS permitiendo, de este modo, limpiar la matriz
de orina para preparar los estandares y las muestras de CC.

La cantidad de creatinina endégena (m/z=114) en las muestras clinicas humanas es mucho superior (-1000 veces)
que los niveles de D3-creatinina. Por lo tanto, en lugar de diluir la muestra, el isétopo M+2 de creatinina (m/z=116)
se supervisara, permitiendo, de este modo, la mediciéon simultanea de creatinina y D3-creatinina a partir de un
analisis de muestra. Se supervisa el MRM de creatinina endégena (M+2) (116/44). Un factor de correcciéon que
representa la relacion de MRM de 116/44 a 114/44, se usa para corregir las concentraciones calculadas que se han
determinado a partir de la curva de calibracion de d3-creatinina. La relacion de is6topos MRM (M+2) / MRM (M+0) o
factor de correccion es de 0,00286. Por lo tanto, la cantidad de D3-creatinina, que apareceria a partir de la dosis de
D3 creatina y la creatinina endogena, puede cuantificarse a partir de la curva de calibracién de D3-creatinina Unica.

Ejemplo

Quimica y reactivos: Acetonitrilo y agua (todo el grado HPLC o mejor) adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, Mo.).
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Formiato de amonio adquirido de Sigma Aldrich (St. Louis, Mo.). Estandares de referencia de d3-Creatina
(monohidrato) y d3-creatinina se adquirieron de CDN Isotopes, Montreal Canada.

Las soluciones madre de d3-creatina y d3-creatinina se prepararon a 1,0 mg/ml en agua y se lleva a cabo la
confirmacion de su equivalencia. Las soluciones de dilucion que varian de 0,1 yg/ml a 100 pg/ml y de 0,2 pg/ml a
200 pg/ml se preparan en agua y se usan para preparar estandares de calibracion y muestras de control de calidad
(CC) en orina humana para la d3-creatina y d3-creatinina, respectivamente. Los estandares internos marcados
isotopicamente para la creatina (SIL) ("*Cs?Hs °Ns-creatina) y creatinina (SIL) ('*Cs®Ha'°Ns-creatinina) se preparan a
1,0 mg/ml en agua. Las soluciones de dilucion de estas se preparan a 500 ng/ml en acetonitrilo y se usan como un
disolvente de extraccion para los estandares de orina, controles de calidad y muestras de estudio.

Preparacion de muestra: (d3-creatina, creatinina y d3-creatinina en orina) Se afiade un alicuota de 200 pl de la
solucioén funcional estandar interna (500 ng/ml) en acetonitrilo a cada pocillo, excepto muestras en blanco dobles, se
afiade acetonitrilo. Un alicuota de 40 pl de muestra, estandar o CC se transfiere a los pocillos adecuados en la placa
que contiene el SIL. La placa se sella y el agitador vorticial se mezcla durante aproximadamente 3 minutos. La placa
se centrifuga a aproximadamente 3000 g durante 5 minutos. El sobrenadante se transfiere a una placa de 96
pocilllos limpia y a continuacion se inyecta sobre el sistema de HPLC-MS/MS para su analisis. La D3-creatina y d3-
creatinina se analizan a partir de muestras de orina humana separadas.

Anélisis HPLC-MS/MS

La separacion de d3-creatina, d3-creatinina y creatinina se lleva a cabo usando un UPLC Acquity (Waters Corp.,
Milford, Ma.) equipado con una columna analitica de silice Agilent Zorbax Hilic Plus, con dimensiones de 50 x 2,1
mm (Rapida Resolucion HD 1,8y, Agilent Corp., Santa Clara CA.). El volumen de inyeccion es tipicamente de 2 pl.

D3-creatina: la fase mévil A consiste en 10mM de formiato de amonio y la fase mévil B es acetonitrilo. La
cromatografia de gradiente se emplea con una composicion de fase movil inicial al 2 % de 10 mM de formiato de
amonio con un caudal de 7 ml/min. Esto se mantiene durante 0,5 minutos y a continuacion un gradiente lineal con
respecto a un 50 % de FMA se consigue a los 2,3 minutos. Esto se ve aumentado al 80% a los 0,2 minutos y se
mantuvo durante 0,4 minutos y a continuacion volvio a las condiciones de inicio a los 3,0 minutos. El tiempo total de
ejecucion es de 3,5 minutos.

La deteccion de d3-creatina se lleva a cabo usando un Sciex API5000 (Applied Biosystems, Foster City, Ca.). El
sistema HPLC se conecta al API5000 a través de una fuente de pulverizacion de iones turbo que funcionaba en un
modo de ionizacion positivo usando los siguientes parametros: temperatura de ionizacion de 650 °C, voltaje de
pulverizacion de iones de 2500 V, configuracion de cortina de gas de 45 (N2), configuracion de nebulizador de gas es
de 65 (N2), configuracion de gas de secado es de 70 (N2), configuracion de colisién de gas de 3 (N2). Todos los otros
parametros de espectrometro de masas se optimizan para las transiciones individuales. Se adquieren las siguientes
transiciones de iones (MRM): d3-creatina es m/z = 135 con respecto a m/z = 47 con un tiempo de retencion tipico de
2 min. El SIL se controla con una transiciéon de iones de m/z = 139 con respecto a m/z = 50 con un tiempo de
retencion tipico de 2 min.

D3-creatinina: la fase movil A consistia en 5 mM de formiato de amonio en agua y la fase movil B es acetonitrilo. La
cromatografia de gradiente se emplea con una composicion de fase mavil inicial al 2 % de 5 mM de formiato de
amonio con un caudal de 0,7 ml/min Esto se mantiene durante 0,4 minutos y a continuacién un gradiente lineal con
respecto a un 60% de acetonitrilo se consigue a los 2,1 minutos. Esto se ve aumentado inmediatamente al 50% de
acetonitrilo y se mantiene durante 0,4 minutos y a continuacion volvio a las condiciones de inicio a los 2,7 minutos. El
tiempo total de ejecucion es de 3,5 minutos.

La deteccién de los analitos de creatinina y d3-creatina se lleva a cabo usando un Sciex API5000 (Applied
Biosystems, Foster City, Ca.). El sistema HPLC se conect6 al API5000 a través de una fuente de pulverizacion de
iones turbo que funcionaba en un modo de ionizacién positivo usando los siguientes parametros: temperatura de
ionizacién de 350°C, voltaje de pulverizacién de iones de 5500 V, configuracion de cortina de gas de 45 (N>),
configuracion de nebulizador de gas fue de 60 (N2), configuracion de gas de secado fue de 65 (N2), configuracion de
colisiéon de gas de 3 (N2). Todos los otros parametros de espectrémetro de masas se optimizan para las transiciones
individuales. Se adquieren las siguientes transiciones de iones (MRM): d3-creatinina es m/z = 117 con respecto a
m/z = 47 y para creatinina (isétopo M+2) es m/z = 116 con respecto a m/z = 44 con un tiempo de retencion tipico de
1,5 min. El SIL se controla con una transiciéon de iones de m/z = 121 con respecto a m/z = 51 con un tiempo de
retencion tipico de 1,5 min. Para la creatinina, el MRM de is6topo M+2 se adquiere para evitar diluir la muestra con
una matriz sustituta (una orina de control libre de creatinina no esta disponible). Estos is6topos se comportaran de
forma similar por toda la extraccién y los procedimientos de HPLC-MS/MS, permitiendo, de este modo, limpiar la
matriz de orina para preparar los estandares y las muestras de CC asi como permitir la cuantificacion de creatinina
enddgena usando una curva de calibracién que se gener6 a partir de la forma deuterada de la creatinina. Por lo
tanto, la cantidad de d3-creatinina y la creatinina endoégena, puede cuantificarse a partir de la curva de calibracién de
d3-creatinina unica.

Los datos de HPLC-MS/MS se adquirieron y procesaron (integraron) usando un software Analyst™ (Version 1.4.2,
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MDS Sciex, Canada). Se construyd una representacion de la calibracion de la relacion del area frente a la
concentracion de d3-creatinina y se aplicé una regresion lineal 1/x* ponderada a los datos.

Resultados

Para realizar la cuantificacién bioanalitica de biomarcadores usando LC/MS/MS, debe usarse una matriz sustituta o
un analito sustituto. En este ensayo, puede usarse orina humana puesto que la d3-creatinina no se encuentra de
forma enddgena y la cuantificacion de creatinina puede determinarse a partir de la curva de calibracion de d3-
creatinina. Se muestra la equivalencia de d3-creatinina y creatinana.

Determinacién de equivalencia de D3-creatinina y creatinina

Se realizé una cantidad de experimentos para verificar que la d3 creatinina puede usarse como un analito sustituto
para cuantificar creatina y que la transicion de MRM de 116/44 (M+2) puede usarse con el factor de correccion de
relacion de isotopo.

Para confirmar que puede usarse d3 creatinina como analito sustituto para la creatinina; se prepararon dos niveles
de concentracion de soluciones estandar puras de creatinina y d3 creatinina para mostrar la respuesta de LC-MS/MS
equivalente. Las areas pico de 200 ng/ml y 40 ng/ml de tanto soluciones de creatinina como d3 creatinina se
compararon usando las transiciones de MRM de 114/44 y 117/47, respectivamente. Los resultados mostraron que
las dos soluciones proporcionaron respuestas equivalentes con una diferencia de porcentaje media y un porcentaje
de CV inferior al 7,5. Véase la Tabla 1.

Tabla 1 Equivalencia de D3 creatinina y creatinina usando LC/MS/MS
Estd. d3-Creatinina (MRM de Creatinina (MRM de CRN frente ad3 CRN % Porcentaje de

(ng/ml) 117/44) 114/44) de diferencia respuesta de D3
40 791648 717010 10,4 90,6
40 804513 780182 3,1 97,0
40 774228 717528 7,9 92,7
40 776144 823064 -5,7 106,0
40 766927 828642 -7,4 108,0
40 741290 758937 -2,3 102,4

Media 1,0 99,4

% de CV 7,2
200 3296195 3336107 -1,2 101,2
200 3469440 3325274 4,3 95,8
200 3416181 3428709 -0,4 100,4
200 3363696 3185389 5,6 94,7
200 3335259 3390463 -1,6 101,7
200 3255799 3321365 -2,0 102,0
Media 0,8 99,3

% de CV 3,2

Estos resultados muestran que la d3 creatinina y la creatinina proporcionan respuestas LC/MS/MS equivalentes y la
d3-creatinina puede usarse como un analito sustituto para la creatinina. Esto no resulta sorprendente ya que los
compuestos deuterados se usan habitualmente como estandares internos de marcador estables, en entornos
regulados para validar ensayos. Estos estandares deuterados han demostrado corregir la respuesta LC/MS/MS de
analito de los efectos de la matriz asi como otros efectos relacionados con la extraccion y cromatograficos. Puesto
que la unica diferencia es un protdn extra en los tres atomos de hidrogeno sobre el grupo metilo, esperariamos que
los dos compuestos se comportaran casi idénticamente a lo largo de la extraccion, separacion cromatografica y
deteccién espectral de masas.

Determinacion de Relacion de isétopos

Este procedimiento se usa para determinar la cantidad de d3 creatinina en orina humana que convertido a partir de
una dosis de d3 creatina. Adicionalmente, la cantidad de creatinina endégena se determinara usando la curva
estandar de d3 creatinina. La cantidad de creatinina endégenas es mucho superior (-1000 veces) que los niveles de
d3-creatinina en las muestras de orina clinicas humanas, de este modo, en lugar de diluir la muestra, el isétopo M+2
de creatinina se supervisara. Esto permitira la medicion simultanea de creatinina y d3-creatinina a partir de una
muestra usando una curva de calibracion de matriz de orina. El area pico del MRM de creatinina endégena (M+2)
(116/44) se supervisa junto con el MRM de la d3 creatinina de 117/47. Un factor de correccion que representa la
relacion de MRM de 116/44 a 114/44, se usa para corregir las concentraciones calculadas que se han determinado a
partir de la curva de calibracién de d3-creatinina.

La relacion de is6topos (relacion de respuesta) o diferencia en la respuesta de area pico a partir de la forma
abundante naturalmente de creatinina (M+0) o m/z = 114 a la mucho menos abundante forma de creatinina (M+2) p
m/z = 116 se calcula de forma experimental. La relaciéon de isétopos se determina usando dos procedimientos
experimentales distintos. El disefio experimental original usa una concentracion estandar, una solucion de creatinina
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de 200 ng/ml (Tabla 2a). El area pico de la creatinina se supervisa en tanto las transiciones de MRM de M+0 como
de M+2 (114/44 y 116/44), respectivamente. Se us6 una solucion para reducir la variacion que puede producirse a
partir de inyecciones separadas y la preparacion de soluciones separadas. Se escoge esta concentracion porque
permite que el area pico de ambos MRM se encuentre en el intervalo del detector y con una sefial adecuada con
respecto al ruido para el pico mas pequefio. Sin embargo, se observa alguna variabilidad en las mediciones del dia a
dia (£ 10 %) como se muestra en la Tabla 3. Por lo tanto, se llevd a cabo un experimento adicional para generar esta
relacion de respuesta.

En el segundo enfoque, la relacion de respuesta se determina experimentalmente usando dos soluciones separadas.
Se prepara una solucién separada para cada transicién de MRM que proporciona areas pico que estan mas cerca en
magnitud entre si. Se usa una solucién de creatina de 10 ng/ml para adquirir la transicion de MRM de 114/44 y se
usa una solucién de 500 ng/ml para adquirir la transicion de MRM de 116/44. Estas soluciones se inyectan sobre el
sistema LC/MS/MS en réplicas de 10 y se determina la relacion de area pico (RAP). La relacién de respuesta se
calcula a continuacion mediante la division de la RAP media de 116/44 por la RAP corregida de 114/44. Para
comparar las RAP de los dos MRM, la RAP de las soluciones de 10 ng/ml se multiplica por 50 (puesto que 500 ng/ml
es 50 veces mas grande que los 10 ng/ml), se muestra un ejemplo en la Tabla 2b. Esto permite que el area pico de
ambas soluciones esta mas cerca en valor y elimine potencialmente los errores asociados con la integracion de
picos con sefial muy diferente con respecto a los valores de ruido.

Tabla 2 Relacion de respuesta de creatinina (M+2/M+0) Determinacion usando LC/MS/MS
2a. Determinado usando una unica solucion estandar de creatinina
Relaciéon de area pico

ESTD. (ng/ml) Creatinina (M+2) MRM de creatinina (M+0) MRM de 116/44 Relacion de

114/44 respuesta
200 0,0209 9,19 0,00227
200 0,0216 9,42 0,00229
200 0,0195 9,53 0,00205
200 0,0208 9,42 0,00221
200 0,0202 9,37 0,00216
200 0,0199 9,46 0,00210
200 0,0188 9,22 0,00204
200 0,0201 9,64 0,00209
200 0,0202 9,33 0,00217
200 0,0188 9,49 0,00198
200 0,0200 9,45 0,00212
200 0,0198 9,32 0,00212
Media 0,0201 9,4 0,00213
% de CV 4,05 1,35 3,10
2b, Determinado usando concentraciones de creatinina
separadas
Relacion de area pico
Creatinina (M+2) MRM de  Creatinina (M+0) MRM de  Creatinina (M+0)* MRM de er'::l'::;t‘;e
116/44 114/44 114/44
0,0460 0,4240 21,2 0,00217
0,0467 0,4240 21,2 0,00220
0,0466 0,3990 20,0 0,00234
0,0471 0,4110 20,6 0,00229
0,0477 0,4000 20,0 0,00239
0,0459 0,3850 19,3 0,00238
0,0453 0,3990 20,0 0,00227
0,0452 0,4000 20,0 0,00226
0,0443 0,3920 19,6 0,00226
0,0442 0,3780 18,9 0,00234
Media 0,0459 0,4 20,1 0,00229
% de CV 2,53 3,75 3,75 3,15

*=corregido por la diferencia de concentracion

La relacion de area pico corregida seria equivalencia a un estandar de creatina de 500 ng/ml que supervisa el area
pico de la transicion MRM de 114/44.

La relacion de isotopos (relacion de respuesta) se determiné en multiples ocasiones sobre un intervalo de tiempo de
un mes y sobre dos instrumentos cuadruplos triples distintos. Se determiné el promedio de estos nueve valores y el
inverso de esta relacion de respuesta es el factor de dilucion usado para corregir los valores de creatinina en el
sistema LIMS. Véase la Tabla 3.
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Tabla 3 Resumen de relacion de respuesta (M+2/M+0) Determinado usando LC/MS/MS

Fecha Relacion de respuesta _Nombre del
instrumento
22-nov-11 0,00206 RTP12
29-nov-11 0,00213 RTP12
AM 7-dic-11 0,00193 RTP12
PM 7-dic-11 0,00193 RTP12
* 14-enero-12 0,00221 RTP12
* 16/01/2012 0,00229 RTP12
* 17-enero-12 0,00195 RTP12
* 7-feb-12 0,00229 RTP12
* 10/02/2012 0,00249 RTP52
Media 0,002142
% de CV 9,09

*= realizado usando dos concentraciones de creatinina

Esta relacion de respuesta determinada experimentalmente se usa para corregir las areas pico de creatinina M+2
(MRM de 116/44) y estas areas pico corregidas de creatinina se compararon con las areas pico establecidas para el
mismo estandar de concentracion de d3 creatinina (MRM de 117/47). La comparacion del area de creatinina
corregida con respecto al area pico obtenido a partir de los estandares de d3 creatinina proporcionaron respuestas
equivalentes con diferencia de porcentaje y porcentaje de CV inferior al 10 %. Véase la Tabla 4.

Tabla 4 Creatinina (M+2) Respuesta corregida usando relacién de respuesta
ESTD. CRN (MRM 116/44) CRN M+2* Corregido como d3 CRN (MRM 117/47) Area  Diferencia de

(ng/ml) M+2 M+0 pico porcentaje
200 7856,2 3667693,7 3599411,5 98,1
200 74227 3465312,8 3682013,9 106,3
200 6101,3 2848412,7 3516609,5 123,5
200 7490,2 3496825,4 3330922,4 95,3
200 7288,0 34024276 3359823,2 98,7
200 6625,6 3093183,9 3264518,6 105,5

Media 7130,7 3328976,0 3458883,2 104,6

% de CV 9,0 9,0 4,8 9,8

*= area pico corregida (dividida por la relacion de respuesta media de 0,002142)
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de determinacién de la masa muscular esquelética corporal total en un sujeto al cual se le ha
administrado D3-creatina por via oral, en el que el procedimiento comprende las etapas de:

(a) dejar que transcurran al menos 12 horas después de la administracion de la D3-creatina;

(b) determinar la concentracién de creatinina y D3-creatinina en una muestra de orina obtenida del sujeto;

(c) usar las concentraciones de creatinina y D3-creatinina determinadas en la etapa (b) para calcular la masa
muscular esquelética corporal del sujeto.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que 10-200 mg de D3-creatina o una sal de hidrato de la misma se
ha administrado por via oral al sujeto.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que la D3-creatina es monohidrato de D3-creatina.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que se dejan transcurrir al menos 24 horas,
al menos 36 horas, al menos 48 horas, al menos 60 horas o al menos 72 horas después de la administracion de D3-
creatina.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que se ha obtenido la muestra de orina
después de que los niveles de D3-creatinina en la orina hayan alcanzado un estado estacionario.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la concentraciéon de creatinina y D3-
creatinina se determina mediante HPLC/MS, HPLC/MS/MS, mediciones colorimétricas directas o indirectas, el
procedimiento de Jaffe, analisis de degradacion enzimatica o la derivatizacién seguida por analisis de GC/MS de
HPLC con deteccion de fluorescencia.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que la determinacion de la concentracion de creatinina y D3-
creatinina en dicha muestra de orina comprenden la determinacién del enriquecimiento del estado estacionario de
D3-creatinina en dicha muestra de orina.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el uso de las concentraciones de la creatinina y D3-creatinina
determinadas en la etapa (b) para calcular la masa muscular esquelética corporal total del sujeto comprende
adicionalmente la determinacion del tamafio de reserva de creatina corporal total segun la férmula:

Y

Wantidad de D3 ~ crecting dosi {gy— Comtidod wial de D2 ~ oreprmg wrinerie {o—- gy
N
¥

A

rolnoon de enriguenyients (¢

en la que t es el intervalo de recogida de orina durante el estado estacionario.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que el uso de las concentraciones de la creatinina y D3-creatinina
determinadas en la etapa (b) para calcular la masa muscular esquelética corporal total del sujeto comprende
adicionalmente la determinacion del tamafio de reserva de creatina corporal total segun la férmula:

creatining wrinaria total
S T
i)

10. El procedimiento de la reivindicacién 8 o reivindicacién 9, en el que el uso de las concentraciones de la creatinina
y D3creatinina determinadas en la etapa (b) para calcular la masa muscular esquelética corporal total del sujeto
comprende adicionalmente la determinacion de la masa muscular esquelética corporal total segun la férmula:
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11. El procedimiento de la reivindicacién 10, en el que la concentracién de creatina en musculo esquelético es de
4,3g/kg.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el sujeto es un ser humano.

12



Enriquecimiento de D3 CRN

Tamafio de reserve de Cr (mg)

§080% |

e |
008 |

o

ES 2 668 678 T3
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FIGURA 2
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Masa Corporal Magra (g)

mediante NMR
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FIGURA 3
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MCM mediante RMC (g)
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FIGURA 4
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MCM mediante RMC (g)
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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