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DESCRIPCION
Uso del guayacol para la prevencion y el tratamiento de la enfermedad por almacenamiento de glucégeno
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Esta invencién esta en el campo de la prevenciéon y el tratamiento de ciertas enfermedades o trastornos
caracterizados por la acumulaciéon de glucégeno y/o poliglucosano mediante la prevencién de la sintesis y/o
descomposicion del glucégeno.

FONDO DE LA INVENCION

[0002] El glucogeno es un polisacarido ramificado con un peso molecular de nueve a diez millones de daltons. La molécula
media de glucégeno contiene aproximadamente 55.000 residuos de glucosa unidos por enlaces glucosidicos a-1,4 (92%)
y a-1,6 (8%). La sintesis del glucégeno esta catalizada por dos enzimas: (i) la glucégeno sintasa, que "encadena" la
glucosa para formar cadenas lineales; y (ii} la enzima de ramificacion del glucégeno (GBE), que une una nueva rama corta
de unidades de glucosa a una cadena lineal en un enlace a-1,6 glicosidico. El glucégeno se almacena principalmente en
el higado y los musculos, donde representa una reserva de energia que puede movilizarse rapidamente. El trastorno mas
comun del metabolismo del glucégeno se observa en la diabetes, en la que una cantidad anormal de insulina o una
respuesta anormal a la insulina provocan la acumulacién o el agotamiento del glucégeno hepatico. Aunque la sintesis y
la degradacion del glucégeno se han estudiado durante décadas, su control no se conoce por completo.

[0003] Las enfermedades hereditarias por almacenamiento de glucdégeno se han asociado a diversas deficiencias
enzimaticas. Por ejemplo, la glucogenosis tipo IV (GSD-1V) es un trastorno autosémico recesivo causado por la deficiencia
de la enzima de ramificacion del glucégeno. Una forma de GSD, la enfermedad con cuerpos de poliglucosano del adulto
(APBD), se caracteriza por la aparicion, después de los 50 afios, de paraparesia piramidal progresiva, déficits sensoriales
distales, vejiga neurégena, pérdida de la deambulacién y muerte prematura debido a complicaciones de mielopatia y
neuropatia periférica (Klein 2009; Mochel et al. 2012). El sello neuropatolégico de la APBD, como el de todas las GSD, es
la acumulacion de glucégeno, pero en el caso de la GSD-IV, el glucégeno estd poco ramificado y se denomina
poliglucosano (PG). El PG precipita en la célula formando grandes cuerpos denominados cuerpos de poliglucosano (PGB},
que se agregan en el sistema nervioso central (CNS) y el sistema nervioso periférico (SNP). En las neuronas, los PGB se
encuentran principalmente en los axones, y a menudo parecen llenarlos. Actualmente no existe tratamiento para la APBD
ni para ninguna enfermedad GSD-IV.

[0004] La APBD es alélica de la GSD-IV. Los pacientes con GSD-IV clasica presentan una deficiencia profunda de GBE
y mueren en la infancia de insuficiencia hepatica con acumulaciones masivas de poliglucosanos hepaticos y
extrahepaticos. Los individuos con deficiencia completa suelen morir prenatalmente (Andersen 1956). La mayoria de los
pacientes con APBD son descendientes de judios asquenazies, y el 70% son homocigotos para la mutacion
NM_000158:¢c.986A>C/p.Y329S GBET. No se conocen pacientes judios asquenazies con APBD que no sean portadores
de al menos una copia de la mutacién p.Y329S.

[0005] Aunque no se conoce bien la patogenicidad del PGB, también se encuentran agregados de PG similares en la
enfermedad de Lafora (LD), en la deficiencia parcial de glucogenina y en el cerebro normal que envejece (Marquez et
al. 2010; Meng et al. 2009), a pesar de la actividad normal de GBE en estas condiciones. Se ha demostrado que la
eliminacion de PG en modelos de ratén Lafora mediante la reduccién de la actividad de la glucégeno sintasa mejora los
sintomas (Turnbull et al. 2011).

[0006] Aunque la LD y la GSD-IV comparten la misma caracteristica histopatolégica de cuerpos de poliglucosano (PGB)
PAS-positivos resistentes a la diastasa, las dos enfermedades estan causadas por mutaciones en genes diferentes y
presentan cuadros clinicos muy distintos. La LD es un trastorno autosémico recesivo que se presenta en la adolescencia
con epilepsia mioclénica progresiva que conduce a la muerte en la década siguiente a su aparicion. La patogénesis de la
LD no implica directamente a las enzimas glucoliticas, sino a enzimas reguladoras que pueden afectar indirectamente a
las enzimas glucoliticas (lanzano et al. 2005). Se han identificado dos genes causantes de la enfermedad de Lafora,
EPM2A y NHLRC1 (EPM2B) (Chan et al. 2004; Minassian et al. 1998). El producto del gen EPM2A, laforina, es una
proteina tirosina fosfatasa con un dominio de unién a carbohidratos. NHLRC1 codifica la proteina malina, una E3 ubiquitina
ligasa que actua sobre laforina. En LD, la transduccién anormal de sefiales o el control de la degradacion de proteinas a
través de la ubiquitinilacién parecen alterar el trabajo de colaboracion de GS y GBE. Recientemente, este laboratorio y
otros colaboradores han descrito otros dos genes. Una de ellas es otra E3 ubiquitina ligasa responsable de PGB sélo en
musculo y corazén, de nuevo diferente tanto de Lafora como de GSD-IV (Nilsson et al. 2013). La segunda resulta en una
cantidad reducida (pero no deficiente) de glucogenina muscular descrita en un grupo selecto de pacientes de la isla de
Cerdefia (Malfatti et al 2014).

[0007] Por lo tanto, todavia se desconoce mucho sobre los mecanismos que conducen a la formacién de poliglucosano
en la LD, GSD-IV y otras glucogenosis (Deutsch y Young 2000; Tonin et al. 1992). Dado el inicio tardio y la actividad GBE
residual de la APBD, seria importante idear estrategias dirigidas a potenciar, si no a restaurar, la actividad de ramificacion
del glucégeno o dirigidas a eliminar el poliglucosano acumulado.
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[0008] La plataforma de cribado de alto rendimiento para identificar compuestos adecuados para la enfermedad con
cuerpos de poliglucosano del adulto (APBD) y la enfermedad de Lafora (LD) se divulgd previamente (The 8th Annual
Conference of the Israeli Society of Gene & Cell Therapy; HUMAN GENE THERAPY, vol. 24, no. 3, 1 de marzo de 2013,
paginas A1-A15; DOI: 10.1089/num.2013.2501).

RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] Segin un aspecto, se proporciona una composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
guayacol para su uso en un método para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad de almacenamiento de
glucoégeno en un sujeto que la necesita, en la que dicha enfermedad se caracteriza por la acumulacién de poliglucosano
o0 la acumulacion anormal de glucégeno.

[0010] La presente invencion esta dirigida a una composicion que comprende guayacol para su uso en un método de
prevencién y/o tratamiento de una enfermedad o trastorno caracterizado por la acumulacién de glucégeno y/o
poliglucosano en un sujeto que lo necesite.

[0011] Segun la invencién, las enfermedades de almacenamiento de glucégeno que pueden prevenirse y/o tratarse
mediante la administracién de guayacol se eligen del grupo que consiste en la enfermedad de almacenamiento de
glucogeno de los tipos I-IX, la enfermedad con cuerpos de poliglucosano del adulto o APBD y la enfermedad de Lafora o
LD.

[0012] En otro aspecto de la invencién, las enfermedades y trastornos por almacenamiento de glucégeno pueden
prevenirse y/o tratarse mediante la administracion de guayacol.

[0013] En una realizacion, el sujeto es un mamifero y en la realizacién mas preferida, el mamifero es un humano.

[0014] En una realizacién, la administracién es oral y la dosis es de aproximadamente 22,5 a 720 miligramos de guayacol
por Kilogramo del sujeto.

[0015] La administracién del guayacol puede ser una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia, cuatro veces al dia,
cinco veces al dia, hasta seis veces al dia, preferiblemente a intervalos regulares.

[0016] La administracion del guayacol debe comenzar tan pronto como se sospeche la enfermedad o trastorno
caracterizado por la acumulacién de glucégeno y/o poliglucosano y continuar durante toda la vida del paciente. Las
pruebas para el diagnostico de tales trastornos, incluidas las pruebas genéticas, son conocidas en la técnica.

[0017] Los métodos para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia excluidos por el Articulo
53(c) EPC no estan comprendidos en la invencién. Las referencias en el presente documento a tales métodos deben
interpretarse como métodos en los que las sustancias y composiciones descritas en el presente documento son para su
uso de acuerdo con las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0018] Con el fin de ilustrar la invencion, se representan en los dibujos ciertas realizaciones de la invencién. No obstante,
la invencién no se limita a las disposiciones e instrumentos precisos de las realizaciones representadas en los dibujos.

La Figura 1 muestra la orientacion génica y la caracterizacién molecular de un modelo de ratén deficiente en
GBE1. La Figura 1A es el mapa parcial del locus Gbel y el vector de orientacidon que contiene sitios FRT
flanqueando el exén 7, antes y después de la recombinacién homoéloga en células ES. El cruce de ratones GbeT
+ne0 con ratones ROSA 26-flpe extirpa el exén 7 de un alelo del gen Gbe? mediante la recombinasa Flpe. La
posterior reproduccion de ratones heterocigotos Gbe? *- crea un ratdn GbeT knockout(Gbe? ). En la Figura 1B
se muestran electroferogramas con los resultados de la RT-PCR y el andlisis de la secuencia del ARNm extraido
del tejido muscular neonatal de los exones 6 a 8 del ADNc de tipo salvaje (arriba) y Gbe? 7 (abajo).

La Figura 2 muestra que las acumulaciones de PGB PAS positivas resistentes a la diastasa en Gbe1 "~ MEF
son detectables tanto por microscopia optica como por microscopia fluorescente. La Figura 2A muestra que las
células Gbe? ** no presentan tincion PAS positiva en el citosol. La figura 2B muestra que los fibroblastos Gbe?
ned- agcumulan PGB indicado por las cabezas de flecha. Las Figuras 2C y 2D muestran MEF de control tefiidos con
PAS con menor aumento (Figura 2C) e imagen fluorescente del mismo campo (Figura 2D), utilizando la misma
técnica de imagen empleada para detectar PGB en MEF Gbe? "9 en las Figuras 2E y 2F, respectivamente. Las
cabezas de flecha indican el PGB en las figuras 2E y 2F. Ampliacion digital de los campos cuadrados de las figuras
2E y 2F que muestran grandes PGB redondos en las figuras 2G y 2H.

La Figura 3 muestra que el guayacol disminuye la sintesis de glucégeno. La Figura 3A muestra que los cultivos
de MEF tefiidos con PAS y tratados con 10 uM de guayacol disminuyeron los granulos tefiidos con PAS en el
citosol indicados por las cabezas de flecha. La Figura 3B muestra una disminucién del contenido de glucégeno en
MEF (n=3). La Figura 3C es un grafico que muestra los resultados del contenido relativo de glucégeno de las
células cultivadas en medios suplementados con cobalto tras 3 dias de tratamiento con guayacol a las
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concentraciones indicadas en el eje horizontal.

La Figura 4 es un Western blot de GYS1 y GAPDH en extractos musculares obtenidos de ratones de tipo salvaje
dos horas después de la administracién con guayacol, suspendido en agua, en las cantidades de dosificacién
indicadas en el panel superior por sonda oral.

La Figura 5 es un grafico que representa los resultados del contenido de glucégeno en corazén, cerebro, misculo
e higado en ratones de tipo salvaje y Gbe? Y975, y en ratones de tipo salvaje y GbeT ¥*¥stratados con guayacol. Se
midi6 el glucégeno tras un ayuno de 16 horas (n = 4 para cada tratamiento). El contenido de glucégeno se expresa
como porcentaje de glucosa mg/gramo de tejido fresco. Las barras de error representan la media + DE, P < 0,001
donde se indica (*).

La Figura 6 es un grafico que muestra que el guayacol aumenta la concentracion de glucosa en sangre. El
contenido de glucosa en sangre se midi6 a las horas indicadas en ratones de tipo salvaje y APBD (p.Y329s)
tratados con guayacol y no tratados. n=3 en cada grupo.

La Figura 7 es un Western blot de fosfo AMPK-a y AMPK total en extractos musculares obtenidos de ratones de
tipo salvaje y Gbe? ¥¥5 y de ratones de tipo salvaje y GbeT ¥*¥stratados con guayacol.

La Figura 8 es un gréafico que muestra los resultados del analisis por cromatografia liquida de alta resolucién de la
adenosina en el musculo de ratones de tipo salvaje y Gbe? ¥¥5 y de ratones de tipo salvaje y Gbe? ¥¥stratados
con guayacol.

La Figura 9 es un grafico de Kaplan-Meier que ilustra la incidencia de muerte en ratones Gbe1 ¥¥s (n=47), frente
a ratones de tipo salvaje (n=29), y ratones Gbe? ¥*¥sy de tipo salvaje tratados con guayacol (n=4 cada uno).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

[0019] Los términos utilizados en esta especificacion tienen generalmente sus significados ordinarios en la técnica, dentro
del contexto de esta invencion y del contexto especifico en el que se utiliza cada término. Ciertos términos se discuten a
continuacion, o en otra parte de la especificacion, para proporcionar orientacion adicional al profesional en la descripcién
de las composiciones para su uso en métodos de tratamiento o prevencién de acuerdo con las reivindicaciones. Ademas,
se apreciara que lo mismo puede decirse de mas de una manera. Por consiguiente, se puede utilizar un lenguaje
alternativo y sinénimos para uno o mas de los términos aqui tratados, y no se debe dar ninguna importancia especial al
hecho de que un término se elabore o trate aqui o no. Se facilitan sinénimos de algunos términos. La mencién de uno o
varios sindnimos no excluye el uso de los demas sinénimos. El uso de ejemplos en cualquier parte de la especificacion,
incluidos los ejemplos de cualquiera de los términos aqui tratados, es meramente ilustrativo y no limita en modo alguno
el alcance y el significado de la invencién o de cualquiera de los términos ejemplificados. Asimismo, la invencién no se
limita a sus realizaciones preferidas.

[0020] "Enfermedad con cuerpos de poliglucosano del adulto" o "APBD" se utilizara indistintamente y es una enfermedad
de almacenamiento de glucdégeno caracterizada por una constelacién de sintomas progresivos y debilitantes, incluyendo
paraparesia piramidal progresiva, déficits sensoriales distales, vejiga neurogénica, pérdida de deambulacion y muerte
prematura debido a complicaciones de mielopatia y neuropatia periférica.

[0021] Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "cuerpos de poliglucosano" o "PGB" se refiere a
acumulaciones de glucégeno insoluble agregado y poco ramificado, poliglucosano o PG, en el sistema nervioso central
(SNC) y el sistema nervioso periférico (SNP), que son el sello neuropatologico de la APBD. En las neuronas, los PGB se
encuentran principalmente en los axones, y a menudo parecen llenarlos.

[0022] El término "agente", tal como se utiliza aqui, significa una sustancia que produce o es capaz de producir un efecto
e incluiria, pero no se limita a, productos quimicos, farmacéuticos, bioldgicos, pequefias moléculas organicas, anticuerpos,
acidos nucleicos, péptidos y proteinas.

[0023] La frase "cantidad terapéuticamente eficaz" se utiliza aqui para significar una cantidad suficiente para causar una
mejora en una condicion clinicamente significativa en el sujeto, o retrasa o0 minimiza o mitiga uno o mas sintomas
asociados con la enfermedad, o resulta en un cambio beneficioso deseado de la fisiologia en el sujeto.

[0024] Los términos "tratar", "tratamiento" y similares se refieren a un medio para ralentizar, aliviar, mejorar o aliviar al
menos uno de los sintomas de la enfermedad, o revertir la enfermedad tras su aparicion.

[0025] Los términos "prevenir”, "prevencion" y similares se refieren a actuar antes de la aparicién manifiesta de la
enfermedad, para evitar que ésta se desarrolle o minimizar la extensién de la enfermedad o ralentizar su curso de
desarrollo.

[0026] EI término "sujeto”, tal como se utiliza en esta solicitud, se refiere a un animal con un sistema inmunitario, como
las aves y los mamiferos. Los mamiferos incluyen caninos, felinos, roedores, bovinos, equinos, porcinos, ovinos y
primates. Las aves son, entre otras, las aves de corral, los pajaros cantores y las rapaces. Asi, la invencién puede utilizarse
en medicina veterinaria, por ejemplo, para tratar animales de compafiia, animales de granja, animales de laboratorio en
parques zooldgicos y animales en libertad. La invencién es particularmente deseable para aplicaciones médicas humanas
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[0027] El término "necesitado del mismo" seria un sujeto conocido o sospechoso de tener o estar en riesgo de desarrollar
la enfermedad con cuerpos de poliglucosano del adulto (APBD), una enfermedad de almacenamiento de glucégeno (GSD)
incluyendo los tipos I-IX, la enfermedad de Lafora (LD), una enfermedad caracterizada por la acumulacién anormal de
PGB, y/o una enfermedad o trastorno caracterizado por la acumulacion anormal de glucégeno. También puede saberse
0 sospecharse que el sujeto padece o corre el riesgo de padecer diabetes.

[0028] Un sujeto que necesita tratamiento seria aquel que ya ha sido diagnosticado con APBD, una GSD o LD o una
enfermedad o trastorno caracterizado por la acumulacién anormal de PGB y/o glucégeno. Un sujeto con necesidad de
prevencién seria aquel con factores de riesgo de APBD, GSD o LD o una enfermedad o trastorno caracterizado por la
acumulacion anormal de PGBs y/o glucégeno o de ascendencia judia asquenazi.

[0029] EI término "aproximadamente" significa dentro de un margen de error aceptable para el valor particular segun lo
determinado por un experto en la materia, que dependera en parte de cémo se mide o determina el valor , es decir, las
limitaciones del sistema de medicién, es decir, el grado de precisién requerido para un fin particular, como una formulacion
farmacéutica. Por ejemplo, "aproximadamente" puede significar dentro de 1 0 mas de 1 desviacion estandar, segun la
practica en la materia. Alternativamente, "aproximadamente" puede significar un rango de hasta el 20%, preferiblemente
hasta el 10%, mas preferiblemente hasta el 5%, y adn mas preferiblemente hasta el 1% de un valor dado.
Alternativamente, en particular con respecto a los sistemas o procesos biolégicos, el término puede significar dentro de
un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces, y mas preferiblemente dentro de 2 veces, de un valor. Cuando
se describan valores particulares en la solicitud y en las reivindicaciones, a menos que se indique lo contrario, debe
suponerse que el término "aproximadamente" significa dentro de un margen de error aceptable para el valor particular.

[0030] De acuerdo con la presente invencién, puede haber numerosas herramientas y técnicas dentro de la habilidad del
arte, tales como las comunmente utilizadas en inmunologia molecular, inmunologia celular, farmacologia y microbiologia.
Véase, p. gj., Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press:
Cold Spring Harbor, N.Y.; Ausubel et al. eds. (2005) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc:
Hoboken, N.J.; Bonifacino et al. eds. (2005) Current Protocols in Cell Biology, John Wiley and Sons, Inc: Hoboken,
N.J.; Coligan et al. eds. (2005) Current Protocols in Immunology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.; Coico et al.
eds. (2005) Current Protocols in Microbiology, John Wiley and Sons, Inc: Hoboken, N.J.; Coligan et al. eds. (2005) Current
Protocols in Protein Science, John Wiley and Sons, Inc: Hoboken, N.J.; and Enna et al. eds. (2005) Current Protocols in
Pharmacology, John Wiley and Sons, Inc: Hoboken, N.J. Abbondanzo et al. (1993) Derivation of embryonic stem cell lines.
Methods in Enzymology, 225:803-855; Hogan et al. (1994) Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual (22 ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.

Guayacol como Agente Terapéutico y/o Profilactico para la Enfermedad del Almacenamiento de Glucégeno

[0031] Se encontré que un compuesto disminuia la sintesis y acumulacién de poliglucosano en un 50% (Ejemplo 5). Este
compuesto era el guayacol.

[0032] Después de determinar que el guayacol disminuia la sintesis de poliglucosano, el agente se probé en un modelo
de ratén de deficiencia de GBE, creado mediante la recombinacion homologa de la mutacién GBE1 humana mas comun
(p.Y329S) encontrada en pacientes judios asquenazies, y designado GBE? *¥s (Ejemplos 6-10). Todos los ratones
tratados con guayacol vivieron hasta los 24 meses, a diferencia de los ratones no tratados que empezaron a morir a los
12 meses aproximadamente y murieron todos a los 21 meses aproximadamente (Ejemplo 10 y Figura 9). El guayacol no
afectd negativamente al comportamiento del animal y también tuvo otros beneficios, como la prevencion del prolapso del
pene que se observa en la enfermedad (Ejemplo 10).

[0033] El guayacol es un compuesto organico natural con la férmula CsHa(OH)(OCHas),, aislado por primera vez por Otto
Unverdorben en 1826. Aunque lo biosintetizan diversos organismos, este aceite aromatico amarillento suele proceder del
guayaco o de la creosota de madera. Las muestras se oscurecen con la exposicion al aire y a la luz. El guayacol esta
presente en el humo de la madera, resultante de la pirélisis de la lignina. El compuesto contribuye al sabor de muchos
compuestos, por ejemplo, el café tostado. El guayacol es un precursor de varios aromatizantes, como €l eugenol y la
vainillina. Sus derivados se utilizan medicinalmente como expectorante, antiséptico y anestésico local. También puede
utilizarse como indicador en reacciones quimicas que producen oxigeno.

[0034] Hasta la fecha no hay ninguna descripcién o sugerencia de que el guayacol pueda ser eficaz como prevencién o
tratamiento de APBD, GSD, LD o enfermedades o trastornos caracterizados por la acumulacion de PGB.

[0035] Los sujetos que se beneficiarian de la administracidon de guayacol serian aquellos diagnosticados con una
enfermedad por almacenamiento de glucégeno o GSD incluyendo los Tipos I-1X. Entre ellos se incluirian los que aun no
han presentado sintomas de una GSD pero han sido sometidos a pruebas genéticas y se ha descubierto que tienen una
mutacién asociada a una GSD, incluida la APBD. Una de estas pruebas genéticas se describe en el documento
PCT/US2015/063439.

[0036] Ademas, los hijos de un progenitor que tenga una GSD o sea portador de una mutacion para la GSD estarian en
riesgo de padecer una GSD y también podrian beneficiarse de la administracién de guayacol.
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[0037] Ademas, las personas de ascendencia judia asquenazi podrian tener riesgo de padecer una GSD, incluida la
APBD.

[0038] Ademas, los sujetos que padecen la enfermedad de Lanora o LD también se beneficiarian de la administracion de
guayacol.

[0039] Ademas, los sujetos que padecen otras enfermedades y/o trastornos con histopatologia distintiva de acumulacion
de glucogeno o cuerpos PG o PG también se beneficiarian de la administracion de guayacol.

Composiciones Farmacéuticas para Uso en Métodos de Tratamiento o Prevencién Segun las Reivindicaciones en las gue
se Administra Guavacol

[0040] La presente invencién abarca composiciones para su uso en métodos de tratamiento o prevencién de acuerdo con
las reivindicaciones en las que se administra guayacol. Los métodos de administracion preferidos incluyen la
administracién oral; mucosa, como nasal, sublingual, vaginal, bucal o rectal; parenteral, como subcutanea, intravenosa,
inyeccion en bolo, intramuscular o intraarterial; o transdérmica, a un sujeto. Asi pues, el guayacol debe estar en la forma
adecuada para la administracion de eleccién. Una forma de dosificacion preferida es la oral.

[0041] Tales composiciones para administracién pueden comprender una cantidad terapéuticamente eficaz del guayacol
y un portador farmacéuticamente aceptable. La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares
y composiciones que son fisiolégicamente tolerables y no suelen producir reacciones alérgicas o reacciones adversas
similares, como molestias gastricas, mareos y similares, cuando se administran a un ser humano, y estan aprobadas por
una agencia reguladora del gobierno federal o de un estado, o incluidas en |a lista de la Farmacopea de EE. UU. u otra
farmacopea generalmente reconocida para uso en animales, y mas particularmente en humanos. "Portador" se refiere a
un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el terapéutico. Dichos portadores farmacéuticos
pueden ser liquidos estériles, como soluciones salinas en agua y aceites, incluidos los de origen petrolifero, animal,
vegetal o sintético, como el aceite de cacahuete, de soja, mineral, de sésamo y similares. Una solucién salina es un
portador preferido cuando la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las
soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también pueden emplearse como soportes liquidos, especialmente para
soluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina,
malta, arroz, harina, creta, gel de silice, estearato sédico, monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada
en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. La composicién, si se desea, también puede contener pequefias
cantidades de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes amortiguadores del pH.

[0042] Estas composiciones pueden adoptar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras,
capsulas, polvos, formulaciones de liberacién sostenida, cachés, troqueles, pastillas para chupar, dispersiones,
supositorios, ungientos, cataplasmas (cataplasmas), pastas, polvos, apésitos, cremas, emplastos, parches, aerosoles,
geles, formas de dosificacion liquidas adecuadas para la administracién parenteral a un paciente, y sélidos estériles (p.
€j., sblidos cristalinos o0 amorfos) que pueden reconstituirse para proporcionar formas de dosificacién liquidas adecuadas
para la administracién parenteral a un paciente. Dichas composiciones contendran una cantidad terapéuticamente eficaz
del compuesto, preferiblemente en forma purificada, junto con una forma adecuada de portador para proporcionar la forma
de administraciéon adecuada al paciente. La formulacion debe adaptarse al modo de administracion.

[0043] Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion oral pueden ser capsulas, comprimidos,
polvos, granulos, soluciones, jarabes, suspensiones (en liquidos acuosos 0 no acuosos) o emulsiones. Los comprimidos
o capsulas de gelatina dura pueden contener lactosa, almidén o sus derivados, estearato de magnesio, sacarina sédica,
celulosa, carbonato de magnesio, acido estedrico o sus sales. Las capsulas de gelatina blanda pueden contener aceites
vegetales, ceras, grasas, polioles semisélidos o liquidos. Las soluciones y jarabes pueden contener agua, polioles y
azucares. Un agente activo destinado a la administracion oral puede recubrirse 0 mezclarse con un material que retrase
la desintegracion y/o absorcion del agente activo en el tracto gastrointestinal. Asi, la liberacién sostenida puede lograrse
durante muchas horas vy, si es necesario, el agente activo puede protegerse de la degradacion dentro del estébmago. Las
composiciones farmacéuticas para administracion oral pueden formularse para facilitar la liberacion de un agente activo
en una localizacién gastrointestinal concreta debido a condiciones especificas de pH o enzimaticas.

[0044] Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién transdérmica pueden suministrarse en forma
de parches discretos destinados a permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo de
tiempo prolongado.

[0045] Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién nasal y pulmonar pueden comprender
portadores s6lidos como polvos que pueden administrarse por inhalacién répida a través de la nariz. Las composiciones
para administraciéon nasal pueden comprender portadores liquidos, como aerosoles o gotas. Alternativamente, la
inhalacién directamente a través en los pulmones puede lograrse mediante la inhalacién profunda o la instalacién a través
de una boquilla. Estas composiciones pueden comprender soluciones acuosas 0 oleosas del principio activo. Las
composiciones para inhalacién pueden suministrarse en dispositivos especialmente adaptados que incluyen, entre otros,
aerosoles presurizados, nebulizadores o insufladores, que pueden construirse para proporcionar dosis predeterminadas
del principio activo.
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[0046] Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion rectal pueden suministrarse como supositorios
o enemas. Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién vaginal pueden presentarse en forma de
pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones en aerosol.

[0047] Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién parenteral incluyen soluciones o suspensiones
inyectables estériles acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones, baceroéstatos y solutos que
hacen que las composiciones sean sustancialmente isotdnicas con la sangre del sujeto. Otros componentes que pueden
estar presentes en dichas composiciones son el agua, los alcoholes, los polioles, la glicerina y los aceites vegetales. Las
composiciones adaptadas para la administracion parental pueden presentarse en envases unidosis o0 multidosis, como
ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse en estado liofilizado (liofilizado) requiriendo Unicamente la adicién de
un portador estéril, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones inyectables extemporaneas pueden
prepararse a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles. Los vehiculos adecuados que pueden utilizarse para
proporcionar formas de dosificacién parenteral de la invencién son bien conocidos por los expertos en la materia. Algunos
ejemplos son: Agua para inyeccion USP; vehiculos acuosos como cloruro sodico inyectable, Ringer inyectable, dextrosa
inyectable, dextrosa y cloruro sédico inyectable y Ringer lactato inyectable; vehiculos miscibles en agua, como alcohol
etilico, polietilenglicol y polipropilenglicol; y vehiculos no acuosos, como aceite de maiz, aceite de semilla de algodén,
aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de isopropilo y benzoato de bencilo.

[0048] La seleccion de una dosis terapéuticamente eficaz serd determinada por el experto teniendo en cuenta varios
factores que seran conocidos por un experto en la materia. Dichos factores incluyen la forma particular del inhibidor y sus
parametros farmacocinéticos, como la biodisponibilidad, el metabolismo y la semivida, que se habran establecido durante
los procedimientos habituales de desarrollo empleados normalmente para obtener la aprobacién reglamentaria de un
compuesto farmacéutico. Otros factores a tener en cuenta para determinar la dosis son la afeccion o enfermedad a tratar
o el beneficio a obtener en un individuo normal, la masa corporal del paciente, la via de administracion, si la administracién
es aguda o crénica, las medicaciones concomitantes y otros factores bien conocidos que afectan a la eficacia de los
agentes farmacéuticos administrados. Asi pues, la dosis precisa debe decidirse segln el criterio del experto en la materia
y las circunstancias de cada paciente, y de acuerdo con las técnicas clinicas habituales.

[0049] Una dosis terapéuticamente eficaz preferida de guayacol oscila entre aproximadamente 6 mg/kg y 720 mg/kg. Otra
dosis preferida oscila entre 6 mg/kg y 12 mg/kg. Otra dosis preferida oscila entre 6 mg/kg y 22,5 mg/kg. Otra dosis preferida
oscila entre 6 mg/kg y 45 mg/kg. Otra dosis preferida oscila entre aproximadamente 22,5 mg/kg y aproximadamente 45
mg/kg. Otra dosis preferida oscila entre aproximadamente 22,5 mg/kg y aproximadamente 90 mg/kg. Otra dosis preferida
oscila entre aproximadamente 22,5 mg/kg y aproximadamente 180 mg/kg. Otra dosis preferida oscila entre
aproximadamente 22,5 mg/kg y aproximadamente 360 mg/kg. Otra dosis preferida oscila entre aproximadamente 45
mg/kg y aproximadamente 90 mg/kg. Otra dosis preferida oscila entre aproximadamente 45 mg/kg y aproximadamente
180 mg/kg. Otra dosis preferida oscila entre aproximadamente 45 mg/kg y aproximadamente 360 mg/kg.

[0050] La administraciéon de guayacol puede ser una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia, cuatro veces al dia,
cinco veces al dia, hasta seis veces al dia, preferiblemente a intervalos regulares. Por ejemplo, cuando el guayacol se
administra cuatro veces al dia, las dosis serian a las 8:00, 12:00, 16:00 y 20:00.

[0051] Una forma de dosificacion preferida es la oral. El guayacol puede suspenderse en agua para su administracion
oral.

[0052] Las dosis pueden ajustarse para optimizar los efectos en el sujeto. Por ejemplo, el guayacol puede administrarse
a una dosis mas baja al principio, como 22,5 mg/kg, y aumentarse con el tiempo a 45 mg/kg, 90 mg/kg, 180 mg/kg, 360
mg/kg, hasta 720 mg/kg, dependiendo de la respuesta del sujeto. Antes de aumentar la dosis, puede controlarse la mejoria
del sujeto.

EJEMPLOS

[0053] La presente invencién puede comprenderse mejor haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitativos,
que se presentan para ilustrar mejor las realizaciones preferidas de la invenciéon. En ningln caso deben interpretarse
como una limitacién del amplio alcance de la invencion.

Ejemplo 1- Generaciéon de un Modelo de Raton para la Deficiencia de GBE

[0054] Se generaron dos alelos del locus Gbe?, una delecion nula completa Gbe? -, y una mutacion hipomérfica de
insercion del casete de neomicina Gbe1 "9 "0, | g supresion del exon 7 dio lugar a un modelo de enfermedad de Andersen
fetal, mientras que la insercién del casete de neomicina aguas abajo del exén 7 dio lugar a una forma adulta de la
enfermedad, la APBD. Las mutaciones nulas e hipomérficas se crearon utilizando secuencias consenso de recombinacién
FRT aguas arriba y aguas abajo del ex6n 7 de Gbel de ratdbn mediante recombinacién homéloga (Figura 1). Los animales
Gbe1 *° ge cruzaron para generar ratones Gbe? "o o se cruzaron con una cepa de ratones que expresaba Flpe
(GT(ROSA)28%0r-Fipey para eliminar las secuencias entre los dos sitios FRT (representados por la banda amarilla en la
Figura 1A), generando asi el alelo nulo. Los ratones heterocigotos con supresion del exén 7 (Gbe1 +7 se cruzaron para
obtener animales homocigotos Gbe? .
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[0055] Para confirmar la ausencia del exén 7, se aisl6 ARN muscular total de camadas recién nacidas de progenitores
Gbet * y se amplific6 mediante analisis RT-PCR. En los ratones portadores de la delecion mediada por FLPe, un
fragmento de 210 pb de longitud correspondiente al exén 7 estaba ausente del ADNc. Los productos de RT-PCR se
secuenciaron para demostrar la localizacién exacta de la delecién (Figura 1B). Véase Akman et al. 2011.

Ejemplo 2- Generacion de Células Embrionarias de Ratén a partir de Ratones deficientes en Gbel con Cuerpos de
Poliglucosano Detectables

[0056] Se generaron lineas celulares embrionarias de ratén (MEF) de ratones de tipo salvaje (Gbe? **) y Gbe? "°- La
linea celular Gbe? " tenia el 7,5% 5 de la actividad GBE normal, aproximadamente la mitad de la actividad GBE
presente en los glébulos blancos de pacientes con APBD. Este bajo nivel de actividad enzimatica se consigue cruzando
ratones heterocigotos con exén 7 suprimido con ratones Gbe7 "e°"e° y generando descendencia heterocigota compuesta
(Ejemplo 1).

[0057] Se cultivaron fibroblastos de piel de embriones de tipo salvaje o Gbe? " E17.5 para establecer la linea celular
MEF por métodos conocidos en la técnica (Figura 2). La tincion PAS positiva resistente a la diastasa se utilizé
especificamente para la tincién de carbohidratos. Tras la fijacién con paraformaldehido, las células se lavaron con PBS y
el glucégeno normal se degradd mediante digestién con alfa-amilasa. Los polisacaridos y PG residuales en MEF se
trataron con acido periédico para oxidar los azucares a aldehidos, que reaccionan con el reactivo de Schiff y se tifien de
rosa. Aunque la tincion PAS fue muy eficaz para detectar PG (véanse las figuras 2A, 2B, 2C, 2E y 2G), el sistema de
deteccién de células IN Cell 2000 se basa en la tincién de fluorescencia. La tincién PAS en si es fluorescente debido a
los reactivos de pararosanilina, como la rodamina y el TRITC, que pueden excitarse (400 nm) y emiten luz detectable en
el rango del rojo (510 nm) (Figuras 2D, 2F y 2H).

Ejemplo 3- Configuracion del Sistema de Deteccion Automatizado

[0058] El cribado de alto rendimiento (HTS) depende de un sistema de deteccién fiable capaz de mostrar claramente el
efecto del tratamiento sobre las células en estudio. Dado que los PGB eran faciimente detectables mediante tincion PAS
tanto con microscopia 6ptica como con microscopia fluorescente en la linea celular derivada de ratones deficientes en
GBE, este método de deteccion se adapté a un sistema automatizado de cribado de alto rendimiento.

[0059] Para configurar el sistema de deteccion automatizado, se sembraron MEFs Gbe? +*+y Gbe? "°- de control a
diferentes densidades en placas de 384 pocillos para obtener una densidad celular éptima. Una segunda optimizacién
importante se referia a la digestién con diastasa del glucégeno normal, teniendo en cuenta que los PGB son resistentes
a la digestion con diastasa y que se necesitan tiempos de incubacién mas largos y/o concentraciones enzimaticas mas
elevadas para digerir los PG. Estas optimizaciones se realizaron ajustando el tiempo de digestién y la concentracion de
a-amilasa. Tras optimizar la digestion y la tincién, los MEF se cultivaron en placas de 384 pocillos en el mismo incubador
que se utilizé para los tratamientos, Cell::Explorer (Perkin Elmer). Se cultivaron células semiconfluentes en medios con
suero reducido durante tres dias con Rapamicina (10, 20, 40 y 80 nM), glucosa alta (25 mM) y medios cetogénicos sin
glucosa (Santra et al. 2004). Al cabo de tres dias, las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato y se
fijaron en paraformaldehido al 4%. Tras la digestién con diastasa, se tifieron con PAS vy, tras una breve tincién nuclear
con Hoechst, las placas se analizaron con IN Cell 2000, GE Healthcare (Piscataway, NJ), un sistema de obtencién de
imagenes de alto rendimiento capaz de realizar andlisis de alto contenido utilizando una amplia gama de microplacas. El
instrumento estaba equipado con una camara CCD de gran tamafio (resolucién de 2048 x 2048 pixeles), que permitia
obtener imagenes de pocillos completos en microplacas de 384 pocillos. IN Cell 2000 dispone de varios modos de
obtencién de imagenes, incluida la restauracién de imagenes y la deconvolucién para obtener una calidad similar a la
confocal con un alto rendimiento. En este montaje inicial, se utilizaron concentraciones de Rapamicina 2 y 4 veces
superiores a las normales para evaluar la toxicidad y la muerte celular. Se obtuvieron resultados cuantitativos
automatizados en términos de fluorescencia relativa por célula. Se analizé la fluorescencia relativa por células positivas y
se determiné su importancia mediante la puntuacién z segun la media de la placa o mediante la puntuacién B si existe un
efecto posicional relacionado con la fila y la columna que se produce en los cultivos celulares de placas de pocillos
multiples (Brideau et al. 2003).

Ejemplo 4- Cribado de una Biblioteca de Compuestos Mediante HTS de las células MEF Materiales y Métodos

[0060] Usando las células del Ejemplo 2 en el formato HTS del Ejemplo 3, la Biblioteca de Compuestos Clinicos de la
Universidad John Hopkins (JHCCL que contiene 1.700 compuestos) fue examinada en la instalacién central HTS de la
Universidad de Columbia.

[0061] Se sembraron 1500 células por pocillo en placas de 384 pocillos. Las células se cultivaron en su medio de
crecimiento normal. El segundo dia, el medio se cambié a un medio sin suero. El tercer dia, las células se trataron con
los compuestos. Al cabo de tres dias, se retird el medio y las células se fijaron en formaldehido al 4% en PBS durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, las células se tifieron y analizaron como se indica en el Ejemplo 3.
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Resultados

[0062] Se obtuvo un acierto correspondiente a un compuesto que disminuia la sintesis de poliglucosano en mas del 50%
a una concentracién de 6,75 uM (Figura 3). Experimentos posteriores demostraron que esta inhibicién se produce a nivel
de la sintesis de glucégeno o a nivel de la importacion de glucosa en la célula, ya que este compuesto también disminuyo
el contenido de glucégeno en la linea celular epitelial hepatica HepG2 cultivada en medio de Dulbecco's modified eagle
suplementado con 150 uM de cloruro de cobalto (resultados no mostrados). El cloruro de cobalto activa la importacién de
glucosay la sintesis de glucogeno: en su ausencia, las células MEF no acumulan glucégeno suficiente para ser detectado
bioquimicamente. Este compuesto identificado era el guayacol y se ha utilizado como expectorante y aditivo alimentario
aromatizante, pero ya no se comercializa con fines médicos.

Ejemplo 5- El Guayacol Aumenta la Fosforilacion de la Glucégeno Sintasa

[0063] La glucégeno sintasa es una enzima alostérica que puede ser activada por glucosa 6 fosfato o inactivada por
fosforilacion de un residuo de serina en la enzima. Asi, se determiné el estado de fosforilacién de GYS1 en extractos
musculares, que es el indicador de la actividad de |a glucégeno sintasa.

[0064] A ratones de tipo salvaje se les administré guayacol suspendido en agua a concentraciones de 45, 90, 180, 360 y
720 mg/kg. Dos horas después de la administracién, se obtuvieron extractos musculares y se realizé un analisis Western
blot de GYS1.

[0065] La Figura 4 muestra que la fosforilacion de GYS1 aumentd con el tratamiento con guayacol en comparacién con
la proteina GYS 1 total. La carga de proteinas se controlé mediante el gen de mantenimiento GAPDH.

[0066] Dado que el efecto del guayacol aumenté repentinamente la fosforilacién de GYS1, se probaron concentraciones
mas bajas a 6, 12, 22,5 y 45 mg/kg y se descubrié que 22,5 mg/kg era la concentracion mas baja de guayacol que podia
administrarse en el agua potable.

Ejemplo 6- Efecto del Tratamiento con Guayacol en el Contenido Tisular de Glucégeno

[0067] Los inventores han desarrollado un modelo de ratén de deficiencia de GBE creado mediante la recombinacion
homéloga de la mutacién GBE1 humana mas comun (p.Y329S) que se encuentra en pacientes judios asquenazies, y lo
han denominado Gbe7 Y$¥s (Akman et al. 2015).

[0068] Tras un mes de tratamiento, se sacrificaron cuatro ratones de cada grupo (ratones de tipo salvaje y Gbe? ¥$¥s no
tratados y ratones de tipo salvaje y Gbe? ¥s'¥s tratados con guayacol) y se midi6 el contenido de glucégeno tisular segun
lo descrito por Pederson et al. 2004.

[0069] Se observé una disminucién significativa del contenido de glucégeno en el higado, pero el contenido de glucégeno
en el cerebro, el corazén y el musculo no cambid (Figura 5). En los tratamientos posteriores, el contenido de glucégeno
en el cerebro y el misculo de los ratones tratados mostré un ligero aumento en comparacion con los ratones Gbet Ysvs
no tratados.

Ejemplo 7- El Higado Responde Mas al Guayacol que Otros Tejidos

[0070] Debido a que el tratamiento con guayacol disminuy6 el glucogeno en el higado, pero en realidad lo aumenté en el
cerebro, el musculo y el corazoén, se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa en los ratones.

[0071] Tras una noche en ayunas, se inyecto glucosa a los ratones y se midieron los niveles de glucosa en sangre. Como
se muestra en la Figura 6, los ratones tratados con guayacol presentaron una glucemia mas elevada y ésta se mantuvo
elevada durante mas tiempo que en los ratones de control.

[0072] Esto explica por qué el glucégeno aumenta en los otros tejidos aunque GYS1 y 2 son inhibidos por la fosforilacién.
La glucosa 6 fosfato es un avido activador de GYS1 o 2 y una concentracion elevada de glucosa anula la inhibicion
mediada por la fosforilacion e inicia la sintesis de glucogeno.

Ejemplo 8- El Tratamiento con Guayacol Aumenta la Fosforilacion de la AMP Quinasa

[0073] La sintesis y la degradacién del glucégeno se regulan en funcion del estado energético de la célula. Cuando la
glucosa es abundante la cantidad de ATP es alta y la AMP quinasa permanece sin fosforilar. Sin embargo, cuando las
concentraciones de glucosa disminuyen, también lo hacen los niveles de ATP porque se convierte en ADP y AMP.
Mayores concentraciones de ADP y AMP activan la AMP quinasa alfa (AMPK-a, (Suter et al. 2006). A su vez, la AMPK-a
activa desencadena el metabolismo catabolico impidiendo la sintesis de glucégeno, lipidos y la mayoria de las proteinas,
al tiempo que activa la descomposicién del glucégeno la fosforilacién oxidativa y la biogénesis mitocondrial. Por lo tanto,
se comprobd el estado de fosforilacién de la AMP quinasa en los extractos hepaticos y, como se muestra en la Figura 7,
el tratamiento con guayacol aument6 la fosforilacion Thr 172 de la AMP quinasa, que es el indicador de su activacion. La
proteina AMPK-a total estima la fosforilacién relativa (Figura 7).
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Ejemplo 9- Mecanismo de Activacion de AMPK-a

[0074] AMPK-a tiene 3 subunidades, la proteina heterotrimérica AMPK esta formada por las subunidades a, g y y. Cada
una de estas tres subunidades asume un papel especifico tanto en la estabilidad como en la actividad de la AMPK.
(Stapleton et al. 1996). En concreto, la subunidad y incluye cuatro dominios particulares de la cistationina beta sintasa
(CBS) que confieren a la AMPK su capacidad para detectar con sensibilidad los cambios en el AMP: Proporcion de ATP.
Los cuatro dominios CBS crean dos sitios de unién para el AMP cominmente denominados dominios Bateman. La unién
de un AMP a un dominio Bateman aumenta cooperativamente la afinidad de unién del segundo AMP al otro dominio
Bateman (Akman et al. 2007). Dado que las concentraciones de AMP frente a las de ATP pueden activar la AMPK-q, se
midieron los niveles de AMP, ADP y ATP en extractos musculares, aunque no hubo diferencias significativas entre los
ratones de tipo silvestre o Gbe? ¥*¥$y los ratones de tipo silvestre o Gbe? ¥¥s tratados con guayacol, se produjo una
disminucién significativa de los niveles de adenosina en los ratones tratados con guayacol (53% +/- 27.5 en los de tipo
salvaje y 48% +/- 36,8 en los Gbe? ¥*¥¢ (n=4 en cada grupo y p<0,02 y 0,03 respectivamente) (Figura 8).

Ejemplo 10 - El Guayacol Aumenta la Esperanza de Vida de los Ratones con la Mutacion p.Y329S

[0075] Se trat6 a ratones con guayacol en agua potable durante 12 meses cada dos dias preparando solucion fresca de
guayacol en agua (3,8 g/litro o 3,1 ml/litro) considerando el hecho de que un ratén adulio bebe 6 ml de agua cada dia
(Bachamov et al. 2002).

[0076] 22.5 mg/kg de guayacol no afecté adversamente el comportamiento animal, como se concluyé por las pruebas de
agarre y la ganancia o pérdida de peso que fue la misma en ambos grupos.

[0077] Los ratones Gbe1 ¥s/vs tratados vivieron hasta 24 meses en el momento en que fueron sacrificados segun lo exigido
por el protocolo (Figura 9).

[0078] Un beneficio obvio del tratamiento con guayacol en ratones machos es que no tuvieron prolapso peneano, una
condicion observada en ratones no tratados a partir de una edad tan temprana como 1 afio. Aunque los ratones tratados
vivieron mas tiempo, tenian marcha espastica y un nivel ligeramente superior de poliglucosano en el musculo cerebral y
el corazoén. Aunque el tratamiento con guayacol disminuy6 el contenido de PG en el higado, esta inhibicién tisular
especifica de la glucégeno sintasa no puede explicar el aumento de la duracién de la vida y la correccién del prolapso
peneano. Esto sugiere que el poliglucosano en APBD tiene otra funcién téxica que fue parcialmente prevenida por el
tratamiento con guayacol.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de guayacol para su uso en un método para
el tratamiento o la prevencién de una enfermedad de almacenamiento de glucégeno en un sujeto que lo necesite, en el
que dicha enfermedad se caracteriza por la acumulacion de poliglucosano o acumulacién anormal de glucogeno y se elige
del grupo que consiste en: enfermedad de almacenamiento de glucégeno de los tipos I-1X y enfermedad de Lafora.
2. La composicién para uso segun la reivindicacién 1, en la que el sujeto en humano.

3. La composicién de uso segun la reivindicacién 1, en la que el guayacol se administra por via oral.

4. La composicion de uso segun la reivindicacién 1, en la que el guayacol se administra en una dosis de
aproximadamente 22,5 a 720 miligramos de guayacol por kilogramo del sujeto.

5. La composicion de uso segun la reivindicacién 1, en la que el guayacol se administra en una dosis de
aproximadamente 22,5 a 180 miligramos de guayacol por kilogramo del sujeto.

6. La composicion de uso segun la reivindicacién 1, en la que el guayacol se administra en una dosis de
aproximadamente 22,5 a 45 miligramos de guayacol por Kilogramo del sujeto.

7. Lacomposicion para uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha enfermedad es la enfermedad de almacenamiento
de glucégeno tipo IV.

8. La composicion para uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha enfermedad es la enfermedad con cuerpos de
poliglucosano del adulto.
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