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DESCRIPCION
Métodos para predecir el riesgo y estratificar la sarcopenia y la deficiencia de NAD

Antecedentes de la invencién

La pérdida relacionada con la edad de masa y funcién muscular es inevitable en todos los individuos; sin embargo, su
progresién depende en gran medida de factores genéticos y ambientales, tales como la actividad fisica y la ingesta
nutricional.

La sarcopenia se ha definido como el punto en el que la pérdida relacionada con la edad de masa y funcién muscular
se vuelve debilitante e impacta en la calidad de vida. En contraste, la fragilidad es otra clasificacién de la disminucién
de la funcién fisica relacionada con la edad que se caracteriza por baja fuerza y funcionalidad muscular, pero no masa
muscular. La sarcopenia se define clinicamente de acuerdo con la baja masa y funcién muscular, utilizando puntos de
corte que estratifican a la poblacién de edad avanzada en individuos en un estado de movilidad patolégica. La
sarcopenia predice futuras discapacidades y mortalidad, y en 2016 se le asigné un cédigo oficial ICD-10 de enfermedad
(Anker et al., 2016).

La sarcopenia es comUln tanto en hombres como en mujeres mayores de 65 afios, con una prevalencia mundial
estimada entre 3 % y 30 % segln la definicién operativa implementada. La sarcopenia est4 asociada a una serie de
resultados fisicos y metabdlicos adversos, entre ellos fragilidad, discapacidad, obesidad, diabetes y osteoporosis.
Como consecuencia, hay costes sustanciales de atencién médica atribuibles a la sarcopenia. Aunque la edad, el
género, el tamafio, la herencia y la actividad fisica son influencias reconocidas en adultos, sigue habiendo una
variacidén considerable no explicada en la masa y fuerza muscular entre personas mayores.

La sarcopenia es un sindrome multifactorial que se asocia a cambios fisiopatologicos tales como el deterioro de la
transicion neuromuscular, la alteracién del acoplamiento excitacion/contraccién, el deterioro de la capacidad
regenerativa vinculado al agotamiento de las células madre, defectos del metabolismo mitocondrial y energético en
las fibras musculares, y finalmente, el marmoleado del muasculo esquelético con grasa y fibrosis. La etiologia del
sindrome es, por lo tanto, compleja y poco comprendida, pero la baja actividad fisica, el declive hormonal en hormonas
anabdlicas (andrégenos, IGF-1) y la desnutricién/deficiencias nutricionales desempefian un papel importante.

El estudio MEMOSA (por sus siglas en inglés, Determinantes moleculares multiétnicos de la sarcopenia humana) fue
disefiado para determinar los cambios moleculares y nutricionales asociados a la sarcopenia en seres humanos.

Kashani et al ("Evaluating Muscle Mass by Using Markers of Kidney Function: Development of the Sarcopenia Index",
Critical Care Medicine, vol. 45, 2017) da a conocer el indice de sarcopenia, es decir, creatinina sérica/cistatina sérica,
para medir la masa muscular en pacientes en estado critico y predecir la mortalidad hospitalaria a los 90 dias de los
pacientes.

A Coto Montes et al. ("Potential early biomarkers of sarcopenia among independent older adults", Maturitas, vol. 104,
2017), da a conocer productos circulantes en sangre de la peroxidacién lipidica como biomarcador de la sarcopenia,
derivados de asociaciones estadisticas a corto plazo en los participantes.

Existe la necesidad de proporcionar biomarcadores alternativos simples y méas precisos de la sarcopenia que puedan
ser indicativos en cualquier estadio de la enfermedad.

Los inventores de la presente solicitud han encontrado que los niveles de acido antranilico y trigonelina en el cuerpo,
y la proporcién de niveles de trigonelina:4cido antranilico son indicativos de sarcopenia en un sujeto.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Los niveles séricos de trigonelina difieren en pacientes sarcopénicos y estan positivamente asociados a
la masa muscular magra, a la fuerza de agarre y a la marcha.

Figura 2. Los niveles séricos de &cido antranilico difieren en pacientes sarcopénicos y estan asociados
negativamente a la masa muscular magra, a la fuerza de agarre y a la marcha.

Figura 3. Los niveles séricos de proporcién trigonelina:acido antranilico difieren en pacientes sarcopénicos y estén
positivamente asociados a la masa muscular magra, a la fuerza de agarre y a la marcha.

Figuras 4A y 4B. Figura 4A. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes de musculo sarcopénico vs musculo
de control y Figura 4B. Gréafico de enriquecimiento GSEA para el conjunto de genes de fosforilacién oxidativa
seleccionado de la Figura 4A. La secuenciacion de ARN del musculo esquelético humano sarcopénico revela que
la disfuncién mitocondrial es el principal cambio transcripcional durante la sarcopenia.

Figuras 5A y 5B. Figura 5A. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes de musculo sarcopénico vs musculo
de control y Figura 5B. Gréafico de enriquecimiento GSEA para el conjunto de genes de fosforilacién oxidativa
seleccionado de la Figura 5A. Correlacién positiva de la expresion génica de la funcién mitocondrial del musculo
esquelético con los niveles séricos de trigonelina.
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Figuras 6A y 6B. Figura 5A. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes de musculo sarcopénico vs muasculo
de control y Figura 6B. Gréafico de enriquecimiento GSEA para el conjunto de genes de fosforilacién oxidativa
seleccionado de la Figura

BA. Correlacion negativa de la expresién génica de la funcién mitocondrial del mlsculo esquelético con los niveles
séricos de &cido antranilico.

Figuras 7A y 7B. Figura 7A. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes de musculo sarcopénico vs musculo
de control y Figura 7B. Gréafico de enriquecimiento GSEA para el conjunto de genes de fosforilacién oxidativa
seleccionado de la Figura 7A. Correlacién positiva de la expresion génica de la funcién mitocondrial del musculo
esquelético con los niveles séricos de trigonelina:acido antranilico.

Figura 8. El mlsculo sarcopénico humano presenta una menor expresién de genes tales como NMAT1, NAMPT y
PNP.

Figura 9. Niveles de NAD* en biopsias musculares de participantes de control y sarcopénicos.

Figura 10. Niveles séricos de la proporcién trigonelina:acido antranilico estan positivamente asociados al indice de
masa muscular magra.

Descripcién de la invencién

La invencion se refiere a un método para determinar si un sujeto presenta sarcopenia, que comprende:

(a) determinar el nivel de trigonelina en una muestra obtenida del sujeto,
(b) comparar el nivel de trigonelina en la muestra con un valor de referencia,

donde un nivel reducido de trigonelina en la muestra en comparacién con el valor de referencia es indicativo de
sarcopenia en el sujeto.

En la realizacidn, el método de la presente invenciéon comprende:

(c) determinar adicionalmente el nivel de &cido antranilico en una muestra obtenida del sujeto,
(d) determinar la proporcién de trigonelina y acido antranilico en la muestra,
(e) comparar la proporcidn de trigonelina y acido antranilico en la muestra con un valor de referencia,

en donde la proporcién de trigonelina y acido antranilico en la muestra en comparacién con el valor de referencia es
indicativa de sarcopenia.

En una realizacién, una reduccién en la proporciéon de trigonelina y acido antranilico en la muestra del sujeto en
comparacién con el valor de referencia es indicativa de sarcopenia en el sujeto.

La sarcopenia se caracteriza por uno o mas de baja masa muscular, baja fuerza muscular y bajo rendimiento fisico.
Més preferentemente, la sarcopenia se caracteriza por dos 0 més de baja masa muscular, baja fuerza muscular y bajo
rendimiento fisico. Lo mas preferentemente, la sarcopenia se caracteriza por baja masa muscular, baja fuerza
muscular y bajo rendimiento fisico. La totalidad de los anteriores pueden medirse mediante métodos bien conocidos
por el experto en la materia.

La masa muscular se puede medir mediante TC (tomografia computarizada), DXA (por sus siglas en inglés,
absorciometria de rayos X de energia dual), RM (imagenes de resonancia magnética) o métodos de diluciéon de
creatina D3.

La fuerza muscular puede medirse por la fuerza de prensién manual (por ejemplo, utilizando dinamometria manual) o
la fuerza de los extensores de la rodilla (por ejemplo, utilizando la medicién del torque del cuadriceps).

El rendimiento fisico puede medirse por la velocidad de la marcha, SPPB, prueba de caminata de 400 m, prueba de
levantarse y caminar, o prueba de subida de escaleras.

En una realizacién, los niveles de trigonelina y acido antranilico se determinan mediante espectrometria de masas.
Preferentemente, los niveles de trigonelina y acido antranilico se determinan mediante cromatografia liquida seguida
de espectrometria de masas.

En una realizacién, el sujeto es un sujeto humano.

En una realizacién, el sujeto humano es un adulto mayor. En una realizacién, el sujeto humano es de edad avanzada.

En una realizacién, el sujeto es un animal de compafiia, preferentemente un perro.

Las siguientes realizaciones se refieren a uno o més de los métodos anteriormente indicados de la invencion.
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En una realizacién, el valor de referencia se determina a partir de una muestra obtenida del mismo sujeto o de un
grupo de sujetos.

En una realizacién, el valor de referencia se mide en una muestra del mismo sujeto.

En una realizacién, el valor de referencia se mide en el mismo sujeto antes de una intervencién nutricional, por ejemplo
con una composicioén nutricional, y se compara con la medicién después de la intervencién nutricional.

En una realizacién, el valor de referencia se mide en una muestra de un grupo de sujetos, por ejemplo un grupo de
sujetos de edad similar.

En una realizacién, el sujeto es un adulto mayor.

En una realizacién el sujeto es de edad avanzada.

En una realizacién, la muestra obtenida del sujeto es una muestra de plasma.
En una realizacién, la muestra obtenida del sujeto es una muestra de suero.
En una realizacién, la muestra obtenida del sujeto es una muestra de orina.

La presente invencidn se refiere, ademas, a un método para predecir la capacidad de respuesta a la composicidén
nutricional para la utilizacién en el tratamiento o la prevencién de la sarcopenia en el sujeto, que comprende:

) detectar el nivel de uno o més biomarcadores en una muestra obtenida del sujeto,

) comparar el nivel de uno o0 mas biomarcadores en la muestra con un valor de referencia,

) predecir la capacidad de respuesta del sujeto a la composicién nutricional basandose en los resultados de la
a

etapa (b),

(a
(b
(c

en donde dicho biomarcador o biomarcadores es acido antranilico y/o trigonelina y en donde se predecira si el sujeto
serd respondedor a una composiciéon nutricional o intervencién nutricional si el nivel de é&cido antranilico esta
incrementado en la muestra en comparacién con el valor de referencia y si el nivel de trigonelina esta disminuido en
la muestra en comparacion con el valor de referencia, y/o si la proporcidén entre trigonelina y acido antranilico esta
disminuida en la muestra en comparacién con la proporcién de referencia.

En una realizacién, el biomarcador es trigonelina.
En una realizacién, la composicién nutricional comprende vitamina B3.

En una realizacién, la composicién nutricional comprende un precursor de NAD, por ejemplo, ribésido de nicotinamida,
mononucleétido de nicotinamida y nicotinamida.

En una realizacién, la composicién nutricional comprende trigonelina. En una realizacién, la composicién nutricional
comprende un precursor de trigonelina. En una realizacién, la composicién nutricional comprende un derivado de
trigonelina. La trigonelina es un alcaloide de férmula quimica C7H7NO2 y numero CAS 535-83-1.

En una realizacién, la composicién nutricional comprende extracto de café, por ejemplo, un extracto de grano de café
0 una bebida de café. En una realizacién, dicho extracto de café comprende uno o més de acido cafeico, trigonelina,
acido quinolinico y precursores de acido quinolinico.

Sujetos

El término "sujeto" se refiere a cualquier animal, incluidos seres humanos y animales de compafiia. Generalmente, el
sujeto es un ser humano o un animal ave, bovino, canino, equino, felino, caprino, murino, ovino o porcino. El sujeto
puede ser un caballo o un animal de compafiia, por ejemplo, un gato o un perro. Preferentemente el sujeto es un ser
humano. La expresién "de edad avanzada" en el contexto de un ser humano significa una edad cronolégica de por lo
menos 60 afios, mas preferentemente de mas de 64 afios, y lo mas preferentemente, de méas de 68 afios. La expresion
"adulto mayor" en el contexto de un ser humano significa una edad cronolégica de por lo menos 45 afios,
preferentemente de mas de 50 afios, y mas preferentemente de mas de 55 afios, e incluye sujetos de edad avanzada.

Sarcopenia

La sarcopenia puede caracterizarse por uno o mas de baja masa muscular, baja fuerza muscular y bajo rendimiento
fisico.
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La sarcopenia puede diagnosticarse en un sujeto basédndose en la definicién del AWGSOP (por sus siglas en inglés,
Grupo de trabajo asiatico para la sarcopenia en personas mayores), por ejemplo, tal como se describe en Chen et al,
2014. La baja masa muscular puede basarse generalmente en una baja masa magra apendicular normalizada
respecto al cuadrado de la altura (indice ALM), particularmente un indice ALM inferior a 7.00 kg/m? para hombres y
5,40 kg/m? para mujeres. El bajo rendimiento fisico puede basarse generalmente en la velocidad de la marcha,
particularmente una velocidad de marcha de <0,8 m/s. La baja fuerza muscular puede basarse generalmente en una
baja fuerza de prensién manual, particularmente una fuerza de prensién manual inferior a 26 kg en hombres e inferior
a 18 kg en mujeres.

La sarcopenia puede diagnosticarse en un sujeto basandose en la definicién del EWGSOP (Grupo de trabajo asiético
para la sarcopenia en personas mayores), por ejemplo, tal como se describe en Cruz-Jentoff et al., 2010. La baja masa
muscular puede basarse generalmente en una baja masa magra apendicular normalizada respecto al cuadrado de la
altura (indice ALM), particularmente un indice ALM inferior a 7,23 kg/m? para hombres y 5,67 kg/m? para mujeres. El
bajo rendimiento fisico puede basarse generalmente en la velocidad de la marcha, particularmente una velocidad de
marcha de <0,8 m/s. La baja fuerza muscular puede basarse generalmente en una baja fuerza de prensién manual,
particularmente una fuerza de prensién manual inferior a 30 kg en hombres e inferior a 20 kg en mujeres.

La sarcopenia puede diagnosticarse en un sujeto basandose en la definicién de la Foundation for the National Institutes
of Health (FNIH), por ejemplo, tal como se describe en Studenski et al., 2014. La baja masa muscular generalmente
puede estar basada en una baja masa magra apendicular (ALM) normalizada respecto al indice de masa corporal
(IMC; kg/m?), particularmente ALM respecto a IMC inferior a 0,789 para hombres y a 0,512 para mujeres. El bajo
rendimiento fisico puede basarse generalmente en la velocidad de la marcha, particularmente una velocidad de
marcha de <0,8 m/s. La baja fuerza muscular puede basarse generalmente en una baja fuerza de prensién manual,
particularmente una fuerza de prensién manual inferior a 26 kg en hombres e inferior a 16 kg en mujeres. La baja
fuerza muscular también puede estar basada generalmente en una baja fuerza de prensién manual en relacién al
indice de masa corporal, particularmente una fuerza de prensién manual en relacién al indice de masa corporal inferior
a 1,00 en hombres e inferior a 0,56 en mujeres.

El método de dilucién de creatina D3 es otro enfoque para medir la masa muscular. Este método se esta aceptando
méas ampliamente como un estandar robusto y potencialmente como una futura alternativa a la DXA. El método de
dilucidén de creatina D3 ha sido descrito anteriormente por Clark et al. (2014) y Stimpson et al. (2013).

El presente método implica determinar los niveles de trigonelina, acido antranilico y/o la proporcién de sus niveles en
una muestra obtenida de un sujeto. Lo anterior puede denominarse "muestra de ensayo". De esta manera, el presente
método se pone en préctica normalmente fuera del cuerpo humano o animal, p. €j., en una muestra de liquido corporal
anteriormente obtenida del sujeto que va a someterse a ensayo.

La muestra puede ser, por ejemplo, una muestra de suero, plasma u orina. La muestra puede derivarse de sangre, es
decir, la muestra comprende sangre completa o una fraccién de sangre. La muestra puede comprender plasma
sanguineo o suero. Preferentemente, la muestra es una muestra de suero.

Las técnicas para recolectar muestras de sangre y separar fracciones de sangre son bien conocidas de la técnica. Por
ejemplo, se pueden recolectar muestras de sangre venosa de pacientes utilizando una aguja y depositarlas en tubos
de plastico. Los tubos de recoleccidn pueden contener, por ejemplo, silice recubierta mediante pulverizacién y un gel
de polimero para la separacién del suero. El suero se puede separar mediante centrifugacion a 1300 RCF durante 10
min a temperatura ambiente y almacenarse en pequefios tubos de plastico a -80 °C.

Comparacién con el valor de referencia

El presente método implica una comparacion de los niveles de acido antranilico y trigonelina con los niveles de valor
de referencia de acido antranilico y trigonelina. La expresion "valor de referencia" es sinénima de "valor de control" e
incluye ampliamente los datos que el experto en la materia utilizaria para facilitar la interpretacién precisa de los datos
técnicos.

Los niveles de acido antranilico, los niveles de trigonelina y/o la proporcién entre niveles de trigonelina:acido antranilico
en una muestra de un sujeto pueden compararse con los del mismo sujeto o con los de una o més cohortes
(poblaciones/grupos) de sujetos de control. Los valores de referencia pueden establecerse mediante el ensayo de
muestras del mismo sujeto, por ejemplo mediante el ensayo de muestras repetidas. Los valores de referencia también
pueden establecerse mediante el ensayo de muestras de individuos de la poblacién general o de la poblacidén
seleccionada y utilizando un modelo estadistico, tal como el método de valor predictivo, para seleccionar un criterio
de positividad o curva caracteristica operativa del receptor, que define la especificidad éptima (la tasa més alta de
verdaderos negativos) y la sensibilidad (la tasa mas alta de verdaderos positivos), tal como se describe en Knapp, R.
G. y Miller, M. C. (1992). Clinical Epidemiology and Biostatistics. William & Wilkins, Harual Publishing Co. Malvern, Pa.

Los valores de referencia pueden establecerse mediante el ensayo de por lo menos 1 individuo, preferentemente por
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lo menos 5 individuos, mas preferentemente por lo menos 10 individuos, méas preferentemente por lo menos 15
individuos, y més preferentemente por lo menos 20 individuos. Todos o una cantidad sustancial de dichos individuos
preferentemente no presentan sarcopenia.

Es conocido de la técnica cdmo asignar los valores de referencia correctos, ya que variaran con el género, origen
étnico, herencia genética, estado de salud o edad, por ejemplo.

Composicién nutricional

Una composicién nutricional de acuerdo con la descripcién, pero que no forma parte de la invencién reivindicada,
puede ser una composicién nutracéutica, alimento funcional, producto de nutricién funcional, alimento médico con
estatus regulatorio, tal como medicamentos, productos de nutricidn médica o suplementos dietéticos.

El término "nutracéutico” combina las palabras "nutricién" y "farmacéutico". Es un alimento o producto alimentario que
proporciona beneficios para la salud y médicos, incluyendo la prevencién y el tratamiento de enfermedades. Un
nutracéutico es un producto aislado o purificado a partir de alimentos que generalmente se comercializa en formas
medicinales no habitualmente asociadas a alimentos. Un nutracéutico se muestra que presenta un beneficio fisioldgico
0 que proporciona proteccidn frente a enfermedades crénicas. Dichos productos pueden variar desde nutrientes
aislados, suplementos dietéticos y dietas especificas hasta alimentos genéticamente modificados, productos herbales
y alimentos procesados, tales como cereales, sopas y bebidas.

El término "nutracéutico" tal como se utiliza en la presente memoria denota utilidad tanto en los campos de aplicacion
de la nutricion como el farmacéutico. De esta manera, las composiciones nutracéuticas pueden utilizarse como
suplementos para alimentos y bebidas y como formulaciones farmacéuticas para aplicaciéon entérica o parenteral que
pueden ser formulaciones sélidas, tales como cépsulas o tabletas, o en forma de formulaciones liquidas, tales como
soluciones o suspensiones.

La composicién nutricional puede comprender trigonelina, un precursor de trigonelina y/o un derivado de trigonelina.
El precursor de trigonelina puede ser, por ejemplo, &cido quinolinico, acido nicotinico y/o nicotinamida.

Preferentemente, la composicién nutricional comprende un precursor de NAD, por ejemplo, ribésido de nicotinamida,
mononucleétido de nicotinamida, nicotinamida y/o acido nicotinico.

Las composiciones nutricionales pueden contener, ademas, hidrocoloides protectores (tales como gomas, proteinas,
almidones modificados), aglutinantes, agentes formadores de pelicula, agentes/materiales encapsulantes, materiales
de pared/cubierta, compuestos de matriz, recubrimientos, emulsionantes, agentes activos en superficie, agentes
solubilizantes (aceites, grasas, ceras, lecitinas, etc.), adsorbentes, portadores, rellenos, co-compuestos, agentes
dispersantes, agentes humectantes, adyuvantes de procesamiento (solventes), agentes de flujo, agentes
enmascaradores del sabor, agentes de pesaje, agentes gelificantes, agentes formadores de gel, antioxidantes y
antimicrobianos.

Ademas, se puede afiadir un suplemento multivitaminico y mineral a las composiciones nutricionales para obtener una
cantidad adecuada de un nutriente esencial, que falta en algunas dietas. El suplemento multivitaminico y mineral
también puede resultar util para la prevencion de enfermedades y la proteccién contra pérdidas nutricionales y
deficiencias debido a patrones de estilo de vida.

Las composiciones nutricionales pueden encontrarse en cualquier forma galénica que resulte adecuada para
administrar al cuerpo, especialmente en cualquier forma que resulte convencional para la administracién oral, p. €j.,
en formas sélidas, tales como (aditivos/suplementos para) alimentos o piensos, premezclas de alimentos o piensos,
alimentos o piensos fortificados, tabletas, pildoras, granulos, grageas, capsulas y formulaciones efervescentes, tales
como polvos y tabletas, o en formas liquidas, tales como soluciones, emulsiones o suspensiones, tales como, p. €j,,
bebidas, pastas y suspensiones oleosas. Las pastas pueden incorporarse en cépsulas de cubierta dura o blanda, en
donde las cépsulas presentan, p. ej., una matriz de (pescado, cerdo, ave, vaca) gelatina, proteinas vegetales o
lignosulfonato. Son ejemplos de otras formas de aplicacion, aquellas destinadas a la administracién transdérmica,
parenteral o inyectable. Las composiciones nutricionales pueden encontrarse en forma de formulaciones de liberacion
controlada (retardada).

Las composiciones nutricionales pueden incluir bebidas. El término "bebidas" comprende tanto las bebidas no
alcohdlicas como las alcohdlicas, asi como las preparaciones liquidas para la adicién de agua potable y los alimentos
liquidos. Las bebidas no alcohélicas son, p. €], refrescos, bebidas deportivas, zumos de frutas, tés y bebidas a base
de leche. Los alimentos liquidos pueden incluir sopas y productos lacteos. La composicidén nutracéutica que
comprende el compuesto puede afiadirse a un refresco, una barra energética o un caramelo.

Si la composicién nutricional es una formulacién nutracéutica, la composicién contiene adicionalmente excipientes,

diluyentes o adyuvantes farmacéuticamente aceptables, entonces se pueden utilizar técnicas estandares para su
formulacién, tal como se da a conocer en, p. ej., Remington's Pharmaceutical Sciences, 20a edicién, Wiliams &
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Wilkins, PA, EE. UU.. Para la administracidn oral, se utilizan preferentemente tabletas y capsulas que contienen un
agente aglutinante adecuado, p. ej., gelatina o polivinilpirrolidona, un relleno adecuado, p. €j.,, lactosa o almidén, un
lubricante adecuado, p. ej., estearato de magnesio, y opcionalmente aditivos adicionales.

Las expresiones "alimento funcional", "producto de nutricién funcional", "alimento médico" y "producto de nutricién
médica" se refieren a cualquier alimento saludable que se declara que presenta una propiedad promotora de la salud
o de prevencién de enfermedades més alld de la funcién basica de suministrar nutrientes. La categoria general de
alimentos funcionales incluye alimentos procesados o alimentos fortificados con aditivos promotores de la salud, tales
como productos "enriquecidos con vitaminas".

Un suplemento dietético, también conocido como suplemento alimentario o suplemento nutricional, es una preparacion
destinada a complementar la dieta y proporcionar nutrientes, tales como vitaminas, minerales, fibra, acidos grasos o
aminoécidos, que pueden faltar o no consumirse en cantidades suficientes en la dieta de una persona. Algunos paises
definen los suplementos dietéticos como alimentos, mientras que en otros se definen como medicamentos o productos
de salud natural. Los suplementos que contienen vitaminas o minerales dietéticos estan incluidos como una categoria
de alimentos en el Codex Alimentarius, una coleccién de normas, cédigos de practicas, directrices y otras
recomendaciones reconocidas internacionalmente relacionadas con los alimentos, la produccién de alimentos y la
seguridad alimentaria. Estos textos son elaborados por la Comisién del Codex Alimentarius, una organizacién
patrocinada por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus siglas en
inglés) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Prevencién o tratamiento de enfermedades

El término "prevencidén" incluye la reduccién del riesgo y/o la gravedad de una afeccion o trastorno. Los términos
"tratamiento", "tratar", "atenuar" y "aliviar" incluyen tanto el tratamiento profilactico o preventivo (que previenen y/o
ralentizan el desarrollo de una afeccidén o trastorno patoldégico diana), como el tratamiento curativo, terapéutico o
modificador de la enfermedad, incluidas las medidas terapéuticas que curan, ralentizan, disminuyen los sintomas y/o
detienen la progresidn de una afeccidn o trastorno patolégico diagnosticado; y el tratamiento de los pacientes en riesgo
de contraer una enfermedad o que se sospecha que han contraido una enfermedad, asi como pacientes que estén
enfermos o que se ha diagnosticado que sufren una enfermedad o afeccion médica. El término no implica
necesariamente que un sujeto sea tratado hasta la recuperacién total. La totalidad de dichos términos también se
refiere al mantenimiento y/o promocién de la salud en un sujeto que no padece una enfermedad pero que podria ser
susceptible de desarrollar una afeccién no saludable. Dichos términos también estan destinados a incluir la
potenciacién o, de otro modo, mejora, de una o méas medidas profilacticas o terapéuticas principales. Los términos
"tratamiento," "tratar," "atenuar" y "aliviar" pretenden, ademas, incluir la gestién de la dieta de una enfermedad o
afeccidn o la gestién de la dieta para la profilaxis o prevencién de una enfermedad o afeccidén. Un tratamiento puede
estar relacionado con el paciente o con el médico.

A continuacién se describe adicionalmente la invencién mediante Ejemplos, que pretenden servir para ayudar al
experto habitual en la materia a llevar a cabo la invencién y no pretenden en modo alguno limitar el alcance de la
misma.

Ejemplos
Ejemplo 1
Mediciones de metabolitos en el suero

Se reclutaron veinte participantes masculinos de ascendencia predominantemente china de entre 65 y 79 afios y 20
sujetos de control del mismo grupo de edad sin diagnéstico de sarcopenia de 2 estudios sobre varones mayores que
viven independientemente en Singapur (Grupo de sarcopenia de Singapur y Estudio sobre el envejecimiento en un
entorno comunitario [ACES, por sus siglas en inglés]). La sarcopenia se diagnosticd utilizando la definicién del Grupo
de trabajo asiatico para la sarcopenia en personas mayores (Chen et al., 2014), siguiendo la definicién operativa
estandarizada de la sarcopenia (Cruz-Jentoft et al., 2010).

El Comité de investigacién especifico de dominio del grupo nacional de salud (NHG DSRB, por sus siglas en inglés)
aprobd el estudio, con nimero de referencia 2014/01304 y cada participante dio su consentimiento informado por
escrito. Se midieron el peso y la altura con precisiéon de 0,1 kg 0 1 cm. La masa magra total se midié mediante escaneo
de absorciometria de rayos X de energia dual (DXA) (software APEX, version 4.0.1, sistema Discovery Wi DXA). Se
utilizdé un protocolo estandarizado para medir la fuerza isométrica de prensién manual con un dinamémetro portatil
Jamar y se utilizd la media de 3 intentos de la mano dominante como medida final. El rendimiento fisico se evalué
mediante medicién de la velocidad de la marcha en una prueba de caminata a ritmo habitual de 6 metros. El diagnéstico
de sarcopenia se basé en la definicién de AWGSOP de masa magra apendicular total normalizada respecto a la altura
inferior a 7,00 kg/m?, pruebas ya sea de bajo rendimiento fisico basadas en una velocidad de marcha <0,8 m/s O BIEN
baja fuerza muscular basada en prensiéon manual <26 kg. Los parametros antropométricos fueron los siguientes en
los grupos de control y sarcopénico:
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Control (n=20) Sarcopénico valor de
(n=20) p
Media | +/- | SD | Media | +/- | SD
Altura (m) 167 | +-]1006| 163 | +/-| 0,07 N.S.
Peso (kg) 63,08 | +/- | 6,06 | 57,60 | +/- | 5,45 0,005
Indice de masa corporal (kg/m?) 2270 | +/- | 1,01 | 21,47 | +/- | 1,54 0,005
Edad (afios) 70,20 | +/- | 410 | 72,75 | +/- | 4,18 N.S.
Masa corporal magra total (por absorciometria de rayos X | 44,53 | +/- | 3,86 | 38,36 | +/- | 3,01 | 2,18 E-
de energia dual) (kg) 06

Masa grasa (por absorciometria de rayos X de energia | 15,39 | +/- | 3,67 | 15,73 | +/- | 4,02 N.S.
dual) (kg)

indice de masa magra apendicular (kg/m?) 742 | +/-|039| 620 | +/-| 0,48 | 1,44 E-
08

Fuerza de prensién (kg) 3511 | +/- ] 593 | 2491 | +/- | 2,56 | 2.02E-
08

Velocidad de la marcha (m/s) 1,40 | +/-| 0,23 1,09 | +/-]| 0,29 | 0,0006

Se tomaron muestras de sangre en ayunas de la fosa antecubital utilizando tubos Vacutainer y una palomilla
subcutanea de calibre 20. Se centrifugd la sangre a 3000 rpm a 4°C durante 10 minutos y se dividié el suero en
alicuotas y éstas se congelaron a -80 °C hasta el anélisis, posteriormente. Los niveles de 4cido antranilico y trigonelina
en suero se midieron mediante cromatografia liquida seguida de espectrometria de masas (LC-MS/MS, por sus siglas
en inglés) en los laboratorios BEVITAL (Bergen, Noruega). Se recogieron biopsias musculares semi-abiertas del
mUsculo vasto lateral utilizando una aguja para biopsia de nlcleo completo de 16G BioPince™ (Angiotech) con 3
longitudes de carrera ajustables (13 mm, 23 mm y 33 mm) de los 20 participantes varones y 20 controles de la misma
edad, y se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta el analisis,
posteriormente.

Se sometieron a ensayo las diferencias en los niveles séricos de trigonelina, acido antranilico y su proporcién
(trigonelina:acido antranilico) entre casos sarcopénicos y controles utilizando la prueba de Wilcoxon y la prueba t de
Student después de la transformacién con log,. Los inventores observaron la asociacién entre dichos analitos y las
variables clinicas continuas utilizadas para la caracterizacién de la sarcopenia (indice de masa muscular magra
apendicular (ALMi; kg/m?), fuerza de prension manual y velocidad de la marcha) aplicando tanto la correlacion de
rangos de Spearman como la correlaciéon de Pearson después de la transformacién con log» de la concentracion sérica
de los analitos.

Las Figuras 1 a 3 muestran que los niveles en suero de trigonelina, 4cido antranilico y la relacién trigonelina:acido
antranilico difieren en pacientes sarcopénicos y estan asociados a la masa muscular magra, la fuerza de prensién
manual y la marcha. Los niveles de trigonelina (Figura 1), acido antranilico (Figura 2) y la relacién trigonelina/acido
antranilico (Figura 3) se midieron en el suero en una cohorte humana de 20 pacientes sarcopénicos y en 20 controles
de la misma edad, todos de 65 0 mas afios de edad. Los paneles de la izquierda representan los valores de log, de
los analitos en suero de pacientes sarcopénicos frente a los de los pacientes de control. Los paneles de la derecha
representan la asociacién de los analitos en suero con el indice de masa corporal magra apendicular (ALMi) medido
mediante DXA como sustituto de la masa muscular, la fuerza de prensién manual y la velocidad de la marcha. La linea
naranja muestra la linea de regresién ajustada de las variables clinicas sobre los analitos y la zona gris muestra los
intervalos de confianza al 95 % del modelo ajustado. Los valores de p informados se calcularon con un estadistico T
de Student (caso control) o correlacién de Pearson (analisis de correlacién) en valores transformados con logs.

Ejemplo 2
Anélisis de expresién génica muscular

Para el analisis de expresién génica muscular, se extrajo el ARN total de biopsias musculares utilizando un kit de
Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. Se midi6 la cantidad de ARN con Ribogreen (Life Technologies) y
se verificé la calidad del ARN utilizando el kit de analisis de ARN de sensibilidad estandar en un analizador de
fragmentos (Advanced Analytical Technologies). Todas las muestras de ARN eran homogéneas y pasaron el control
de calidad con una proporcién 260/280nm >1,8 y puntuaciones RIN >7. Para la secuenciacién del ARN, se utilizaron
250 ng de ARN total de cada muestra como material de partida para la preparacidon de la biblioteca y se utilizé el kit
magnético Ribo-Zero (lllumina) para eliminar el ARN ribosémico. Las bibliotecas de secuenciacién se prepararon
utilizando el TruSeq Stranded RNA HT con el kit Ribo-Zero Gold (lllumina) seguido de 13 ciclos de amplificacién de
PCR con KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa BioSystems). Las bibliotecas se cuantificaron con Picogreen (Life
Technologies) y el patrén de tamafios se controlé con el kit de reactivo de alta sensibilidad de ADN en un LabChip GX
(Perkin Elmer). A continuacién, se agruparon las bibliotecas en una proporcién equimolar y se agruparon a una
concentracién de 7 pmol en una celda de flujo de secuenciacién de extremo apareado (lllumina). La secuenciacién se
llevé a cabo durante 2 x 101 ciclos en un HiSeq 2500 (lllumina) con quimica V3. Los datos generados se
desmultiplexaron utilizando Casava. Las lecturas se alinearon con el genoma humano (hs_GRCh38.p2) utilizando
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STAR (Dobin et al., 2013), y el numero de lecturas localizadas dentro de los genes se cuantific6 mediante HTSeq
(Anders et al., 2015) (versién HTSeqg-0.6.1p1, modo unién, cadena inversa, alineacién de calidad superior a 10). Las
muestras presentaban una profundidad de secuenciacién de 75 a 104 millones de lecturas por muestra, de las cuales
34 a 77 millones de lecturas se localizaron de manera Unica.

Los genes diferencialmente expresados entre las muestras de control y sarcopénicas se definieron utilizando el
paquete Limma (Smyth, 2004). Brevemente, después de eliminar los genes con una expresién media inferior a 20
lecturas, se normalizaron los datos mediante el método de la media recortada de valores M (TMM, por sus siglas en
inglés) tal como se implementa en la funcién calcNormFactors de EdgeR (Robinson et al., 2010), y se aplicd la funcién
voomWithQualityWeights para modelizar la relacion media-varianza y estimar los pesos de calidad especificos de la
muestra (Liu et al,, 2015). Los valores de p se corrigieron mediante pruebas mdltiples utilizando el método de
Benjamini-Hoechberg. Se aplicé el mismo procedimiento al caracterizar las asociaciones entre la expresion genética
y los parametros continuos o categéricos (ALMi, fuerza de prensién manual y velocidad de la marcha) utilizados para
definir la sarcopenia. El analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes se llevé a cabo utilizando CAMERA (Wu y
Smyth, 2012), una prueba competitiva de conjuntos de genes que averigua si un conjunto de genes anotados en la
Base de datos de firmas moleculares (MSigDB) (Subramanian et al., 2005) estad enriquecido en genes expresados
diferencialmente. Las colecciones de MSigDB v5.2 H (conjuntos de genes caracteristicos), C2 (conjuntos de genes
seleccionados) y C5 (conjuntos de genes GO) se utilizaron para llevar a cabo el analisis de rutas.

En la figura 4, la secuenciacién de ARN del musculo esquelético humano sarcopénico revela que la disfuncion
mitocondrial es el principal cambio transcripcional durante la sarcopenia. (A) Anélisis de enriquecimiento de conjuntos
de genes de musculo sarcopénico vs musculo de control utilizando CAMERA y la coleccién de conjuntos de genes
caracteristicos de MSigDB. Las barras rojas representan conjuntos de genes enriquecidos en musculo sarcopénico, y
las barras azules representan conjuntos de genes reprimidos en el mlsculo sarcopénico. Los conjuntos de genes
estan ordenados segln la significancia de su enriquecimiento. (B) Gréafico de enriquecimiento GSEA para el conjunto
de genes de fosforilacién oxidativa seleccionado de A.

Se calculé la correlacién de rangos de Spearman entre la expresion génica muscular normalizada segin TMM y cada
analito sérico de interés (trigonelina, acido antranilico y la relacién trigonelina:acido antranilico), y se utilizé la
correlacién de rangos de Spearman para llevar a cabo el analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes utilizando
la coleccidn bioldgica de conjuntos de genes caracteristicos.

Clave de la Figura 4A: 1. FOSFORILACION_OXIDATIVA, 2. METABOLISMO_ACIDOS_GRASOS, 3.
DIANAS_MYC_V14 RECHAZO_ALOINJERTO, 5. SENALIZACION_MTORC1, 6. PEROXISOMA, 7.
ADIPOGENESIS, 8. TRANSICION_MESENQUIMAL_EPITELIAL, 9. UNION_APICAL, 10. PUNTO DE
CONTROL_G2M, 11. METABOLISMO_ACIDOS_BILIARES, 12. RESPUESTA_PROTEINA_NO PLEGADA, 13.
RUTA_ESPECIES_OXIGENO_REACTIVO, 14. HUSO_MITOTICO, 15. RESPUESTA_UV_POSITIVA 16
RESPUESTA_UV_DN, 17 SEANLIZACION_PI3K_AKT_MTOR, 18. DIANAS_MYC_V2, 19.
SENALIZACION_KRAS_DN, 20. SENALIZACION_HEDGEHOG, 21. DIANAS_E2F, 22.
RESPUESTA_INTERFERON_GAMMA, 23. SUPERFICIE_APICAL, 24. SENALIZACION TGF_BETA, 25
SECRECION_PROTEINAS, 26. SENALIZACION_|L2_STATS5.

Las Figuras 5 a 7 muestran la correlacién de la expresion génica del mlsculo esquelético con los niveles séricos de
trigonelina, acido antranilico y la proporcién trigonelina:acido antranilico. Anélisis de enriquecimiento de conjuntos de
genes (GSEA, por sus siglas en inglés) de la expresién génica muscular que se correlaciona con los niveles séricos
de trigonelina (Figura 5), acido antranilico (Figura 6) y la proporcidn trigonelina/acido antranilico (Figura 7). Se llevé a
cabo el anélisis GSEA utilizando la prueba de conjuntos de genes de media de rangos y la coleccién biolégica de
conjuntos de genes caracteristicos de MSigDB. Las barras rojas representan conjuntos de genes cuya expresién en
el musculo esquelético se correlaciona positivamente con los niveles séricos del analito, y las barras azules
representan conjuntos de genes cuya expresion en el musculo esquelético se correlaciona negativamente con los
niveles séricos del analito. Los conjuntos de genes estan ordenados segun la significancia de su enriquecimiento y
solo se representan los conjuntos de genes con una tasa de falsas identificaciones (FDR, por sus siglas en inglés) <1
%. Los paneles izquierdos representan el grafico de enriquecimiento GSEA para el conjunto de genes de fosforilacién
oxidativa.

Clave de la Figura 5A. 1. FOSFORILACION_OXIDATIVA, 2. SENALIZACION_MTORC1, 3.
SECRECION_PROTEINAS, 4. ADIPOGENESIS, 5. METABOLISMO_ACIDOS_GRASOS, 6. DIANAS_MYC_V17
PEROXISOMA, 8. REPARACION_ADN, 9. GLUCOLISIS, 10. HUSO_MITOTICO, 11. MIOGENESIS, 12.
RESPUESTA_INTERFERON_GAMMA, 13. SEARNLIZACION_PI3K_AKT_MTOR, 14,
SENALIZACION_WNT_BETA_CATENINA, 15. RESPUESTA_INTERFERON_ALFA, 16. RECHAZO_ALOINJERTO,
17. METABOLISMO_ACIDOS_BILIARES, 18. RESPUESTA_ANDROGENOS, 19. HOMEOSTASIS_COLESTEROL

Clave de la Figura 6A 1. FOSFORILACION_OXIDATIVA, 2. IMETABOLISMO_ACIDOS_GRASOS, 3.
ADIPOGENESIS, 4. PUNTO DE CONTROL_G2M, 5. METABOLISMO_ACIDOS_BILIARES, 6. PEROXISOMA, 7.
MIOGENESIS.
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Clave de la Figura 7A: 1. FOSFORILACION_OXIDATIVA, 2. METABOLISMO_ACIDOS_GRASOS, 3.
ADIPOGENESIS, 4. SENALIZACION_MTORC1, 5. PEROXISOMA, 6. SECRECION_PROTEINAS, 7. MIOGENESIS,
8. PUNTO DE CONTROL_G2M, 9. DIANAS _MYC V110 METABOLISMO_ACIDOS_BILIARES, 11.
REPARACION_ADN, 12. HOMEOSTASIS_COLESTEROL, 13. SENALIZACION_KRAS_DN, 14. GLUCOLISIS.

La Figura 8 muestra que el misculo sarcopénico humano presenta una menor expresion de genes tales como NMAT1,
NAMPT y PNP, que controlan la biosintesis de NAD a partir de precursores de NAD o de la dieta y el reciclado de
NAD. Se midié la expresién génica muscular mediante secuenciaciéon de ARN de alta cobertura. NMNAT: nicotinamida
nucleétido adenililtransferasa 1; NAMPT: nicotinamida fosforibosiltransferasa; PNP: purina nucleésido fosforilasa).

Ejemplo 3
Medicién de los niveles de NAD* en biopsias musculares

Con el fin de determinar si los niveles de NAD podrian ser un inductor corriente arriba de la firma mitocondrial del
musculo sarcopénico, se mididé el NAD en el material de biopsia muscular de seres humanos de edad avanzada. Se
midieron los niveles de NAD* en biopsias musculares humanas tal como se describe en Dall et al, 2018. Brevemente,
se lisaron 5 mg de tejido muscular de biopsias restantes en 200 pl de acido perclérico 0,6 M y el sobrenadante se
diluyé 250 veces en NapHPO4 10 mM, pH 8,0. Se agruparon 100 pl de muestra diluida con 100 pl de mezcla de
reaccion (NapHPO4 100 mM pH 8, etanol al 2 %, 90 U/ml de alcohol deshidrogenasa, 130 mU/ml de diaforasa,
resazurina 10 uM, mononucledétido flavina 10 pM y nicotinamida 10 mM), y se midi6 el aumento de fluorescencia (Exc.:
540 nm/Em.: 580) durante 10 min. Se calculé el contenido de NAD* a partir de una curva patrén y se normaliz6 respecto
al peso de tejido.

La Figura 9 muestra que se produjo una reduccién significativa (32 %) de los niveles de NAD en el musculo esquelético
humano de pacientes sarcopénicos de edad avanzada. Dicha gran reduccién de los niveles de NAD* en el musculo
esquelético de personas con sarcopenia asocia por primera vez los bajos niveles de NAD* con una patologia
relacionada con la edad en seres humanos y constituye la primera demostracién de deficiencia de NAD en el musculo
esquelético humano. En combinacién con la eficacia preclinica de precursores de NAD como NR y NMN en musculos
envejecidos en ratones, este resultado ampliara la relevancia clinica de la biologia de NAD en el envejecimiento, asi
como guiara la traduccién en aplicacién clinica para la sarcopenia y los déficits de movilidad asociados a la edad.

Ejemplo 4
Mediciones de metabolitos en suero para un grupo étnico diferente e incluyendo mujeres.

En el presente ejemplo se consideraron setenta participantes de origen predominantemente caucasico, 52 mujeres y
18 hombres, con una mediana de 78 afios de edad (intervalo entre cuartiles 76, 81).

Dichos 70 participantes formaron parte del Estudio de sarcopenia de Hertfordshire (HSS, por sus siglas en inglés), un
subestudio del Estudio de cohorte de Hertfordshire del Reino Unido (HCS, por sus siglas en inglés) disefiado para
investigar las influencias del curso de la vida en la morfologia muscular, la masa y la fuerza en personas mayores que
viven independientemente, o que formaban parte de la fase de extension del estudio (HSSe, por sus siglas en inglés).
La caracterizacién del musculo esquelético realizada en dicho estudio incluyé la composicién corporal y la masa magra
determinadas mediante escaneo de absorciometria de rayos X de energia dual (DXA).

Se obtuvieron muestras de sangre en ayunas de la fosa antecubital utilizando tubos Vacutainer y una palomilla
subcutanea de calibre 20. Se centrifugé la sangre a 3000 rpm a 4 °C durante 10 minutos y se dividié el suero en
alicuotas y éstas se congelaron a -80 °C hasta el andlisis, posteriormente. Los niveles de acido antranilico y trigonelina
en suero se midieron mediante cromatografia liquida seguida de espectrometria de masas (LC-MS/MS) en los
laboratorios BEVITAL (Bergen, Noruega).

La asociacion entre la proporcidn trigonelina:acido antranilico y el indice de masa muscular magra apendicular (ALMi;
kg/m?) se estimo mediante la aplicacién de una regresion ajustada para la edad después de la transformacion con loga
de la concentracién en suero de los analitos.

La Figura 10 muestra que los niveles séricos de la proporcién trigonelina:acido antranilico estan asociados a la masa
muscular magra evaluada por el indice de masa magra apendicular. Los niveles de trigonelina y acido antranilico se
midieron en el suero de una cohorte humana de 70 sujetos (52 mujeres y 18 hombres), todos de 65 o0 mas afios de
edad. El grafico representa la asociaciéon entre los valores logo de la proporcion de los analitos (trigonelina:acido
antranilico) en suero (eje x), y el indice de masa corporal magra apendicular (ALMi) medido mediante DXA como
sustituto de la masa muscular (eje y). La linea muestra la linea de regresién ajustada del ALMi sobre
logx(trigonelina/acido antranilico). De acuerdo con la regresién lineal simple se obtuvo un coeficiente de correlacion
de Pearson de 0,23, valor de p=0,031; basandose en la regresion ajustada para la edad se obtuvo una R? ajustada de
51 % y un valor de p=0,024 para el coeficiente relativo a la proporcién de los analitos.
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REIVINDICACIONES
Método para determinar si un sujeto presenta sarcopenia, que comprende:

(a) determinar el nivel de trigonelina en una muestra obtenida del sujeto,
(b) comparar el nivel de trigonelina en la muestra con un valor de referencia,

en el que un nivel reducido de trigonelina en la muestra en comparacién con el valor de referencia es indicativo
de sarcopenia en el sujeto.

Método segun la reivindicacién 1, que comprende:

(c) determinar adicionalmente el nivel de &cido antranilico en una muestra obtenida del sujeto,
(d) determinar la proporcién entre trigonelina y acido antranilico en la muestra,
(e) comparar la proporcidn de trigonelina y acido antranilico en la muestra con un valor de referencia,

en el que la proporcién entre trigonelina y acido antranilico en la muestra en comparacién con el valor de
referencia es indicativa de sarcopenia.

Método segln la reivindicacién 2, en el que una reduccién de la proporcién entre trigonelina y &cido antranilico
en la muestra del sujeto en comparacion con el valor de referencia es indicativa de sarcopenia en el sujeto.

Método seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sarcopenia se caracteriza por uno o
méas de los siguientes: baja masa muscular, baja fuerza muscular y bajo rendimiento fisico.

Método segun la reivindicacidn 4, en el que (i) la masa muscular se mide mediante DXA, RM o el método de
dilucidén de creatina D3, (ii) la fuerza muscular se mide por la fuerza de prensién manual o la fuerza de los
extensores de rodilla, y (iii) el rendimiento fisico se mide a partir de la velocidad de la marcha, SPPB, prueba
de la caminata de 400 m, prueba de tiempo para levantarse y caminar, o la prueba de subida de escaleras.

Método segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los niveles de trigonelina y/o &cido
antranilico se determinan mediante espectrometria de masas.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto es un sujeto humano.

Método seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto humano es un adulto mayor
0 un adulto de edad avanzada.

Método seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el valor de referencia se determina a
partir de una muestra obtenida del mismo sujeto o de un grupo de sujetos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra obtenida del sujeto es una
muestra derivada de sangre.

Método segun las reivindicaciones 1 a 10, en el que la muestra obtenida del sujeto es una muestra de orina.

Método para predecir la capacidad de respuesta a una composicién nutricional de utilizacién en el tratamiento
o prevencién de la sarcopenia en el sujeto, que comprende:

(a) detectar el nivel de uno o méas biomarcadores o una proporcién de los niveles de los biomarcadores
en una muestra obtenida del sujeto,

(b) comparar el nivel de uno o mas biomarcadores o una proporcioén de los niveles de los biomarcadores
en la muestra con un valor de referencia,

(c) predecir la capacidad de respuesta del sujeto a la composicidn nutricional basandose en los resultados
de la etapa (b),

en el que dicho biomarcador o biomarcadores es trigonelina y/o trigonelina y acido antranilico, y en el que
se predecira que el sujeto es respondedor a la composicién nutricional si:

el nivel de 4cido antranilico est4 incrementado en la muestra en comparacién con el valor de referencia y
si el nivel de trigonelina est4 reducido en la muestra en comparacidn con el valor de referencia,

y/o si la proporcién entre trigonelina y acido antranilico esta reducida en la muestra en comparacion con
la proporcién de valor de referencia.

Método segun la reivindicacidén 12, en el que la composicién nutricional comprende vitamina B3.

Método segun la reivindicacidén 12, en el que la composicién nutricional comprende un precursor de NAD.
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Método segun la reivindicacidn 14, en el que el precursor de NAD es rib6sido de nicotinamida.
Método segun la reivindicacidén 12, en el que el biomarcador es trigonelina.
Método segun la reivindicacidén 16, en el que la composicién nutricional comprende trigonelina.

Método segun la reivindicacidén 16, en el que la composicién nutricional comprende extracto de café.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3

Niveles en suero de trigonelina / acido antranilico
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FIGURA 4A
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FIGURA 4B
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FIGURA 5A

Correlacion de trigonelina en suero
con la expresion génica muscular
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FIGURA 5B

Correlacion de trigonelina en suero
con la expresidon génica muscular

Genes de fosforilacion oxidativa

~, valor de p= 1{3¥
e, FOR= (58

Genes correlacionados
negativamente

Estadistico

20



ES 2999 269 T3

FIGURA 6A

Correlacion de acido antranilico en suero
con la expresion genica muscular

A

1. Fosforilacién . |

oxidativa
2. -
3.
a . Asociacién positiva
[ ] Asociacién negativa
5.

~log10{FDOR

21



ES 2999 269 T3

FIGURA 6B

Correlacion de acido antranilico en suero
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FIGURA7A

Correlacién de la proporcion trigonelina / acido antranilico
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FIGURA7B
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Cambios de expresion génica muscular  FIGURA 8
entre sarcopenia y controles de genes
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FIGURAS

Niveles de NAD" en biopsias musculares
de participantes de control y sarcopénicos
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