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DESCRIPCION
Oxintomodulina para la prevencion o el tratamiento del sobrepeso

La presente invencion se refiere a composiciones y a procedimientos para su uso en la pérdida de peso en animales
mamiferos.

La obesidad es una de las enfermedades con la mayor incidencia pero carece de tratamiento eficaz. Es una afeccion
debilitante que reduce la calidad de vida y aumenta sustancialmente el riesgo de otras enfermedades.

En la actualidad, en los Estados Unidos, se considera que el 25 % de la poblaciéon adulta es clinicamente obesa. Se
ha estimado que 45 mil millones de ddlares de los costes de cuidados sanitarios de los Estados Unidos o el 8 %
anual del gasto de cuidados sanitarios total, es un resultado directo de la obesidad. En Europa el problema esta
creciendo. Se ha pronosticado que, sin nuevas estrategias, mas del 20 % de la poblacién del Reino Unido sera
clinicamente obesa en 2005. El hecho de que la obesidad sea una enfermedad metabdlica lo esta reconociendo de
forma creciente la profesion médica y las autoridades sanitarias. Sin embargo, existe escasez de farmacos eficaces
e inocuos que puedan usarse junto con dieta y ejercicio para el control a largo plazo de la obesidad.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar tales farmacos y también proporcionar medios para identificar y
desarrollar adicionalmente tales farmacos.

El preproglucagén es un polipéptido de 160 aminoacidos que, de una manera especifica de tejido, escinde la
prohormona convertasa 1 y 2 dando lugar a diversos productos con una diversidad de funciones tanto en el sistema
nervioso central (SNC) como en tejidos periféricos. Como se muestra en la Figura A, en el intestino y en el SNC, los
principales productos postraduccionales de la escision del preproglucagén son el péptido 1 similar a glucagéon (GLP-
1), el péptido 2 similar a glucagén (GLP-2), la glicentina y la oxintomodulina (OXM). Hasta ahora no se ha
demostrado que la OXM realice alguna funcién en el SNC.

El documento EP 0 795 562 A2 se refiere al uso del péptido oxintomodulina para el tratamiento de la diabetes. El
documento US 6.191.102 se refiere a la administracion periférica del GLP-1 para reducir el peso corporal. Dakin y
col., J. Endocrinology 24 (2000), resumen complementario P181, desvelan que Ila administracion
intracerebroventricular de la oxintomodulina en ratas produce una fuerte reduccion y duradera en la ingesta de
alimento.

Aunque se ha demostrado que el GLP-1 y GLP2 inhiben la ingesta de alimento, dicha funcién no se ha demostrado
para OXM, un péptido distinto. La importancia de la OXM, como péptido biolégicamente activo, no se ha
demostrado.

Sorprendentemente, se ha descubierto que, en contra de las expectativas, el péptido OXM puede inhibir la ingesta
de alimento y reducir el peso.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona, de acuerdo con un primer aspecto, una composicion que
comprende OXM, para su uso en la prevencion o el tratamiento del sobrepeso en un mamifero.

En este texto, el término “oxintomodulina” equivale a “OXM” y se refiere a cualquier composiciéon que incluya una
secuencia del péptido OXM o un analogo del mismo como se describe a continuacion:

Las secuencias de la OXM son bien conocidas y estan bien documentadas en la técnica. La presente invencién se
refiere a todas las secuencias indicadas en el presente documento incluyendo, en particular, la secuencia de la OXM
humana (que es la misma que la secuencia de OXM de rata, hamster y bovina), como se describe a continuacién:

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
Ser Lys Tyr leu Asp Ser Arg Arg Ala Gln
Asp Phe Val GIin Trp Leu Met Asp Thr Lys
Arg Asn Lys Asn Asn lle Ala,

la secuencia de la OXM de lophiiformes como se describe a continuacion:
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His Ser Glu Gly Thr Phe Ser Asn Asp Tyr
Ser Lys Tyr Leu Glu Asp Arg Lys Ala Gin
Glu Phe Val Arg Trp Leu Met Asn Asn Lys
Arg Ser Gly Val Ala G,

y la secuencia de la OXM de la anguila como se describe a continuacion:

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Asn Asp Tyr
Ser Lys Tyr Leu Glu Thr Arg Arg Ala Gin
Asp Phe Val GIn Trp Leu Met Asn Ser Lys
Arg Ser Gly Gly Pro Thr

El término OXM, usado en este texto, también incluye cualquier analogo de la secuencia de OXM anterior, en el que
el resto de histidina en la posicion 1 se conserva o se sustituye con un resto aromatico que lleva una carga positiva o
un derivado del mismo, preferentemente en el que el resto es un aminoacido, mas preferentemente en el que es un
derivado de histidina, mientras que 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 6 22 del resto
de aminoacidos en la secuencia de OXM anterior pueden sustituirse independientemente con cualquier otro
aminoacido seleccionado independientemente, con la excepcién de la histidina en la posicion 1.

En la secuencia, uno cualquiera o mas (hasta 22) restos de alfa-aminoacidos adicionales pueden sustituirse
independientemente con cualquier otro resto de alfa-aminoacido. Preferentemente, cualquier resto de aminoacido
distinto de histidina se sustituye con una sustitucion conservativa como se conoce bien en la técnica, es decir,
sustituyendo un aminoacido con otro de un tipo quimico similar tal como sustituyendo un aminoacido hidréfobo con
otro.

Como se ha indicado anteriormente, pueden sustituirse de 1 a 22 aminoacidos. Ademas de la opcién de sustitucion
anterior, ésta puede ser una forma no esencial, modificada o isomérica, de un aminoacido. Por ejemplo, pueden
sustituirse de 1 a 22 aminoacidos con una forma isomérica (por ejemplo un aminoacido D), o un aminoacido
modificado, por ejemplo un nor- aminoacido (tal como norleucina o norvalina) o un aminoacido no esencial (tal como
taurina). Adicionalmente, pueden sustituirse de 1 a 22 aminoacidos con un aminoacido correspondiente o diferente
unido a través de su cadena lateral (por ejemplo acido glutdmico unido a gamma). Para cada una de las
sustituciones indicadas anteriormente, el resto de histidina en la posicion 1 no esta modificado o se ha definido
anteriormente.

Adicionalmente, de la secuencia de la OXM pueden eliminarse 1, 2, 3, 4 6 5 de los restos de aminoacidos con la
excepcion de la histidina en la posicion 1 (o como se ha definido anteriormente). Los restos delecionados pueden ser
2, 3, 4 6 5 restos contiguos cualesquiera o restos completamente separados.

El extremo C de la secuencia de la OXM puede modificarse para afiadir restos de aminoacidos adicionales u otros
restos. La OXM anterior puede proporcionarse como la sal correspondiente de la misma. Como ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables de OXM y sus analogos se incluyen las derivadas de acidos organicos tales como
acido metanosulfénico, acido bencenosulfonico y acido p-toluenosulfénico, acidos minerales tales como acido
clorhidrico y sulfurico y similares, proporcionando metanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato,
hidrocloruro y sulfato y similares, respectivamente o las derivadas de bases tales como bases organicas e
inorganicas. Como ejemplos de bases inorganicas adecuadas para la formacion de sales de compuestos para la
presente invencion se incluyen los hidroxidos, carbonatos y bicarbonatos de amoniaco, litio, sodio, calcio, potasio,
aluminio, hierro, magnesio, cinc y similares. También pueden formarse sales con bases organicas adecuadas.
Dichas bases adecuadas para la formaciéon de sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables con
compuestos de la presente invencion incluyen bases organicas que son no toxicas y suficientemente fuertes para
formar sales. Dichas bases organicas se conocen ya bien en la técnica y pueden incluir aminoacidos tales como
arginina y lisina, mono, di, o trihidroxialquilaminas, tales como mono, di y trietanolamina, colina, mono, di, y
trialquilaminas, tales como metilamina, dimetilamina y trimetilamina, guanidina; N-metilglucosamina; N-
metilpiperazina; morfolina; etilendiamina; N-bencil-fenetilamina; tris(hidroximetil) aminometano; y similares.

Pueden prepararse sales de una manera convencional usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Pueden
prepararse sales de adicién de acido de dichos compuestos basicos disolviendo los compuestos de base libre en
solucién acuosa o alcohdlica acuosa u otros disolventes adecuados que contengan el acido requerido. Cuando la
OXM contiene una funcién acida puede prepararse una sal basica de dicho compuesto haciendo reaccionar dicho
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compuesto con una base adecuada. La sal acida o basica puede separarse directamente u obtenerse por
concentracion de la solucion, por ejemplo, por evaporacion. La OXM también puede existir en formas solvatadas o
hidratadas.

La OXM de la presente invencidon puede conjugarse con uno o mas grupos tal como un lipido, azucar, proteina o
polipéptido. La OXM puede conjugarse uniéndose al grupo (por ejemplo, mediante un enlace covalente o i6nico) o
puede asociarse con el mismo. Cuando la OXM esta unida al grupo, el enlace conjugado preferentemente no es a
través del aminoacido C o N terminal. La OXM puede conjugarse con un polimero tal como polietilenglicol,
polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico, copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno, polisacaridos tales como
celulosa, derivados de celulosa, quitosano, goma arabiga, goma karaya, goma guar, goma de xantano, goma de
tragacanto, acido alginico, carragenina, agarosa y furcelaranos, dextrano, almidén, derivados de almidén, acido
hialurdnico, poliésteres, poliamidas, polianhidridos y poliortoésteres.

La OXM puede modificarse quimicamente. En particular, las cadenas laterales de aminoacidos, el extremo N y/o el
extremo acido C de la OXM pueden modificarse. Por ejemplo, la OXM puede experimentar uno o mas de alquilacion,
formacion de disulfuro, formacion de complejo metalico, acilacién, esterificacién, amidacion, nitracion, tratamiento
con acido, tratamiento con base, oxidacion o reduccion. Los procedimientos para realizar estos procesos son bien
conocidos en la técnica. En particular la OXM se proporciona como un éster de alquilo inferior, una amida de alquilo
inferior, una amida de dialquilo inferior, una sal de adicion de acidos, una sal de carboxilato o una sal de adicion
alcalina de la misma. En particular, los extremos amino o carboxilo terminal de la OXM puede derivatizarse, por
ejemplo, por esterificacion, amidacion, acilaciéon, oxidacién o reduccion. En particular, el extremo carboxilico de la
OXM puede derivatizarse para formar un resto amida.

La OXM puede tratarse con metales, en particular con metales divalentes. Por lo tanto, para los fines de la presente
invencion, la OXM puede proporcionarse en presencia de uno o mas de los siguientes metales, cinc, calcio,
magnesio, cobre, manganeso, cobalto, molibdeno o hierro.

La OXM puede proporcionarse en combinaciéon con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos y/o diluyentes adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen almidon, manitol, lactosa, estearato de
magnesio, sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa (u otro azucar), carbonato de magnesio, gelatina,
aceite, alcohol, detergentes, emulsionantes o agua (preferentemente estéril) de uso farmacéutico. La composicion
puede ser una preparacion mixta de una composicion o puede ser una preparaciéon combinada para uso simultaneo,
individual o secuencial (incluyendo administraciéon). La OXM puede proporcionarse como un sélido cristalino, un
polvo, una solucion acuosa, una suspension o en aceite.

Para su uso en las indicaciones anteriormente mencionadas, las composiciones de acuerdo con la invencion pueden
administrarse por cualquier procedimiento conveniente, por ejemplo, por administracion oral (incluyendo por
inhalacion), parenteral, de la mucosa (por ejemplo, bucal, sublingual, nasal), rectal, subcutanea o transdérmica y, en
consecuencia, las composiciones pueden adaptarse.

Para la administracion oral, la composiciéon puede formularse como liquidos o sdlidos, por ejemplo, soluciones,
jarabes, suspensiones o emulsiones, comprimidos, capsulas y pastillas para chupar.

Generalmente, una formulacién liquida consistird en una suspensién o solucién del compuesto o una sal
fisioldgicamente aceptable en un vehiculo (o vehiculos) liquido, acuoso o no acuoso, adecuado, por ejemplo, agua,
etanol, glicerina, polietilenglicol o un aceite. La formulacién también puede contener un agente de suspensién, un
conservante, un saporifero o un agente colorante.

Puede prepararse una composicion en forma de un comprimido usando cualquier vehiculo (o vehiculos)
farmacéutico adecuado habitualmente usado para preparar formulaciones soélidas. Como ejemplos de dichos
vehiculos se incluye estearato de magnesio, almidén, lactosa, sacarosa y celulosa microcristalina.

Una composicidon en forma de una capsula puede prepararse usando procedimientos de encapsulacién habituales.
Por ejemplo, pueden prepararse polvos, granulos o bolitas que contienen el principio activo usando vehiculos
convencionales y llenando después con ellos una capsula de gelatina dura; como alternativa, puede prepararse una
dispersion o suspension usando cualquier vehiculo (o vehiculos) farmacéutico adecuado, por ejemplo, gomas
acuosas, celulosas, silicatos o aceites y rellenar después una cépsula de gelatina blanda con la dispersion o
suspension.

Para la administracion oral pueden disefiarse composiciones que protejan el principio activo frente a la degradacion
a medida que pasa a través del tracto alimentario, por ejemplo, mediante un revestimiento exterior de la formulacién
en un comprimido o capsula.

Las composiciones parenterales tipicas consisten en una solucién o suspension del compuesto, o sal
fisiolbgicamente aceptable, en un vehiculo estéril, acuoso o no acuoso, o aceite parenteralmente aceptable, por
ejemplo, polietilenglicol, polivinilpirrolidona, lecitina, aceite de cacahuete o aceite de sésamo. Como alternativa, la
solucion puede liofilizarse y después reconstituirse con un disolvente adecuado justo antes de la administracion.
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Las composiciones para administracion nasal u oral pueden formularse de forma conveniente como aerosoles,
gotas, geles y polvos. Las formulaciones de aerosol normalmente comprenden una solucién o una suspension fina
de la sustancia activa en un disolvente, acuoso o no acuoso, fisiolégicamente aceptable y normalmente se presentan
en cantidades sencillas o multidosis en forma estéril en un envase herméticamente cerrado, que puede tener forma
de cartucho o recarga para su uso con un dispositivo de atomizaciéon. Como alternativa, el envase herméticamente
cerrado puede ser un dispositivo de dosificacion unitario, tal como un inhalador nasal de dosis Unica o un dosificador
de aerosol equipado con una véalvula de medida que se pretende desechar una vez agotado el contenido del envase.
Cuando la forma farmacéutica comprende un dosificador de aerosol, contendra un propulsor farmacéuticamente
aceptable. Las formas farmacéuticas de aerosol también pueden tener forma de un atomizador de bomba.

Las composiciones adecuadas para la administracion bucal o sublingual incluyen comprimidos, pastillas para chupar
y grageas, en las que el principio activo se formula con un vehiculo, tal como, azlcar y goma arabiga, tragacanto o
gelatina y glicerina.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal estan, convenientemente, en forma de supositorios (que
contienen una base de supositorio convencional tal como manteca de cacao), pesarios, comprimidos vaginales,
espumas o enemas.

Las composiciones adecuadas para la administraciéon transdérmica incluyen pomadas, geles, parches e inyecciones
que incluyen inyecciones de polvo.

Convenientemente la composicidn esta en forma farmacéutica unitaria, tal como un comprimido, capsula o ampolla.

La OXM puede usarse como profilaxis para prevenir el aumento de peso excesivo 0 puede usarse como un agente
terapéutico para perder el sobrepeso.

El sobrepeso es normalmente obesidad, aunque el mamifero no necesita estar diagnésticado como clinicamente
obeso para padecer sobrepeso. La OXM puede estar en forma liquida, sélida o semisélida.

En la sociedad actual, la prevencion o el tratamiento del sobrepeso en un mamifero es una necesidad real.
Preferentemente, el mamifero es un ser humano, aunque también pueden incluirse otros animales mamiferos, tales
como caballos, animales caninos (en particular animales caninos domésticos), animales felinos (en particular
animales felinos domésticos) asi como mamiferos que se producen para carne, tales como animales porcinos,
bovinos y ovinos. La presente invencion puede usarse para prevenir el sobrepeso en dichos animales para
maximizar la produccién de carne magra.

A lo largo de este texto, el término “prevencién” significa cualquier efecto que mitigue cualquier sobrepeso, en
cualquier grado. A lo largo de este texto, el término “tratamiento” significa alivio del sobrepeso, en cualquier grado.

Un segundo aspecto de la presente invencién proporciona un procedimiento para el sobrepeso cosmético en un
mamifero, comprendiendo el procedimiento administrar a un mamifero una composicién que comprende OXM. En
este caso, la pérdida de peso es puramente para los fines de aspecto cosmético.

Todas las caracteristicas preferidas del primer aspecto también se aplican al segundo.

Sin desear quedar vinculado con esta teoria, se entiende que la presente invencion proporciona la prevencion o el
tratamiento del sobrepeso mediante la administracién de OXM que actia como un inhibidor de la ingesta de alimento
al organismo de mamiferos. Dicha reduccién de la ingesta de alimento da como resultado la prevencion o el
tratamiento del sobrepeso en un mamifero. En este texto, el término “alimento” incluye una sustancia que se ingiere
y que tiene valor calorifico.

Un tercer aspecto en relacién con la presente invencién proporciona el uso de OXM en la fabricacion de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de sobrepeso en un mamifero.

Todas las caracteristicas preferidas del primer y segundo aspecto, se aplican al tercero.

Cuando la invencion se refiere a medicamentos, el régimen de dosificacion particular lo determinara finalmente el
doctor tratante y se tendran en cuenta factores tales como la OXM que vaya a usarse, el tipo de animal, la edad, el
peso, la gravedad de los sintomas y/o la gravedad del tratamiento que vaya a aplicarse, el procedimiento de
administracion del medicamento, las reacciones adversas y/o contraindicaciones. Los intervalos de dosificacion
definidos especificos pueden determinarse mediante ensayos clinicos disefiados convencionales controlando a
fondo la evolucidn y la recuperacion del paciente.

Dichos ensayos pueden utilizar un disefio de aumento de dosis utilizando, como dosis de partida en seres humanos,
un porcentaje bajo de la dosis maxima tolerada en animales.

A continuacion se describe la presente invencion solo a modo de ejemplo y con referencia a las siguientes figuras,
en las que:
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la Figura A es una representacion grafica del preproglucagén y sus partes componentes;

la Figura 1 es una comparacion de los efectos de la inyeccion intracerebroventricular (ICV) e inyeccion nuclear
intraparaventricular (iPVN) de productos derivados de proglucagoén y relacionados sobre la ingesta de alimento
en ratas en ayunas. La Figura 1A ilustra la ingesta de alimento acumulativa (g) hasta 8 h después de la
inyeccion ICV de GLP-1, OXM, glucagén o glicentina (todos a 3 nmol) en animales en ayunas. *, P<0,05 frente a
control con solucién salina. La Figura 1B ilustra la ingesta de alimento acumulativa (g) hasta 24 h después de la
inyeccion iPVN aguda de GLP-1, OXM (ambos a 1 nmol) o exendina-4 (0,03 nmol) en animales en ayunas. *,
P<0,01 frente a control con solucién salina para todos los grupos a 1, 2 y 4 h. *, P<0,05 frente a control con
solucion salina para exendina-4 sélo a las 8 h;

la Figura 2 muestra dos graficos de los efectos de ICV e iPVN de OXM sobre la ingesta de alimento en ratas en
ayunas. Figura 2A, ingesta de alimento acumulativa (g) hasta 8 h después de una inyeccion ICV aguda de OXM
(0,3, 1, 3 6 10 nmol). Figura 2B, ingesta de alimento acumulativa (g) hasta 8 h después de una inyeccion iPVN
aguda de OXM (0,1, 0,3 6 1,0 nmol) en animales en ayunas. *, P<0,05 frente a control con solucién salina;

la Figura 3 muestra dos graficos de barras del efecto de ICV de OXM al inicio de la fase oscura. Ratas saciadas
recibieron una inyeccion ICV de OXM, GLP-1 (3 nmol) o solucién salina al inicio de la fase oscura. Se determiné
la ingesta de alimento (gramos; A) y los comportamientos (B) 1 h después de la inyeccion. *, P<0,05 frente a
control con solucion salina;

la Figura 4 muestra dos graficos de barras de la inhibicion de OXM vy efectos de GLP-1 sobre la ingesta de
alimento por exendina-(9-39). Figura 4A, ingesta de alimento 1 h después de una inyeccion ICV aguda de GLP-
1 (3 nmol), GLP-1 mas exendina-(9-39) (30 nmol), OXM (3 nmol), OXM y exendina-(9-39) (30 nmol) o exendina-
(9-39) en solitario (30 nmol). Figura 4B, ingesta de alimento después de una inyeccién iPVN aguda de GLP-1 (1
nmol), GLP-1 y exendina-(9-39) (10 nmol), OXM (1 nmol), OXM y exendina-(9-39) (10 nmol) o exendina-(9-39)
en solitario (10 nmol) en animales en ayunas. **, P<0,005 frente a control con solucién salina;

la Figura 5 es un gréfico de la competitividad de la unién de [125I] GLP-1 por GLP-1 y OXM en membranas
hipotalamicas de rata;

la Figura 6 ilustra el efecto de a) IP de OXM (30, 100 y 300 nmol/kg en 500 pul de solucién salina) o solucién
salina sobre la ingesta de alimento acumulativa (g) en ratas en ayunas durante 24 horas inyectadas durante la
fase oscura temprana (cuadrados en negrita = solucién salina, circulos en blanco = OXM 30 nmol/kg, triangulos
en negrita = OXM 100 nmol/kg, triangulos en blanco = OXM 300 nmol/kg); y b) IP de OXM (30 y 100 nmol/kg en
500 pl de solucién salina) o solucién salina sobre la ingesta de alimento acumulativa en ratas no en ayunas
inyectadas antes del inicio de la fase oscura (cuadrados en negrita = solucién salina, circulos en blanco = OXM
30 nmol/kg, triangulos en negrita = OXM 100 nmol/kg). *, P<0,05 frente a solucion salina;

la Figura 7 ilustra el efecto de dos inyecciones IP diarias de OXM (50 nmol/kg) o solucién salina durante siete
dias sobre a) ingesta de alimento acumulativa (g); y b) aumento de peso corporal (g). *P<0,05, **P<0,01,
***P<(0,005 frente a solucion salina;

la Figura 8 ilustra el efecto de inyeccion IP de OXM (50 nmol/kg), solucién salina o un control positivo (1 hora =
GLP-1 (50 nmol/kg); 2 horas = CCK (15 nmol/kg)) sobre el vaciado gastrico en ratas en ayunas durante 36
horas. Los contenidos (peso en seco) del estbmago se expresaron como un porcentaje de la ingesta de
alimento durante el periodo de alimentacion de 30 minutos. **P<0,01 frente a solucién salina;

la Figura 9 ilustra el efecto de dosis en aumento de la OXM (0,01 — 1,0 nmol) sobre la ingesta de alimento de 1
hora cuando se administré en el niucleo arqueado de ratas en ayunas durante 24 horas. *P<0,05, **P<0,01,
***P<(0,05 frente a solucidn salina;

la Figura 10 ilustra el efecto de la administracion iIARC de exendina 9-39 (5 nmoles) o solucién salina inyectada
15 minutos antes de la administracién de inyecciéon IP de OXM (30 nmol/kg), GLP-1 (30 nmol/kg) o solucion
salina sobre la ingesta de alimento (g) de 1 hora. (S = solucion salina, G = GLP-1 (30 nmol/kg), Ox = OXM (30
nmol/kg), Ex = exendina 9-39 (5 nmoles));

la Figura 11a ilustra la expresion de la inmunorreactividad de tipo fos en respuesta a A) inyeccion IP con
solucién salina o B) inyeccion IP con OXM (50 nmol/kg) en el ndcleo arqueado del hipotalamo (aumento 40x).
***P<(0,005 frente a solucion salina; y

la Figura 11b ilustra la expresion de la inmunorreactividad de tipo fos en respuesta a A) inyecciéon IP con
solucion salina, B) inyeccién IP con OXM (50 nmol/kg) o C) inyeccion IP con CCK (15 nmol/kg) en el NTS y AP
del tronco encefalico.

Ejemplos

A - La OXM produce una fuerte disminucién en la realimentacion inducida por ayuno cuando se inyecta tanto ICV
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como iPVN
Péptidos y agentes quimicos

El GLP-1, la glicentina, el glucagon y SP-1 se obtuvieron de Peninsula Laboratories, Inc. (St. Helens, RU). La OXM
se obtuvo de IAF BioChem Pharma (Laval, Canada). La exendina-4 y exendina-(9-39) se sintetizaron en el Consejo
de Investigacion Médica, Unidad de Hemostasis, Centro de Ciencias Clinicas, Hospital Hammersmith, Londres, RU
usando quimica F-moc en un sintetizador peptidico 396 MPS (Advanced ChemTech, Inc.) y se purificé por HPLC de
fase inversa en una columna Cg (Phenomex, Macclesfield, RU). El peso molecular correcto se confirmé por
espectroscopia de masas. Todos los agentes quimicos se obtuvieron de Merck & Co. (Lutterworth, Leicester, RU) a
menos que se indique otra cosa.

Animales

Ratas Wistar macho adultas (ICSM, Hammersmith Hospital) se mantuvieron en jaulas individuales en condiciones
controladas de temperatura (21-23 °C) y luz (12 h de luz, 12 h de oscuridad), con acceso a voluntad al alimento
(dieta RM1, Special Diet Services RU Ltd., Witham, RU) y agua del grifo. Los animales se trataron diariamente
después de la recuperacion de cirugia hasta la finalizacion de los estudios. Todos los procedimientos realizados con
los animales se aprobaron por el British Home Office Animals (Scientific Procedures Act 1986 (Licencia Proyecto PIL
90/1077).

Canulacion ICV e iPVN e infusiones de compuestos de ensayo

Los animales tenian canulas guia de acero inoxidable permanentes (Plastics One, Roanoke, VA) implantadas de
forma estereotactica ICV o iPVN. Todos los estudios se realizaron en la fase de luz temprana, entre las 09:00 y
11:00 h, después de un ayuno de 24 h, y la ingesta de alimento se midi6 1, 2, 4, 8 y 24 h después de la inyeccion.

Protocolos de estudio de alimentacion

Comparacién del efecto de productos derivados de proglucagén y péptidos relacionados sobre la ingesta de
alimento.

En el estudio 1a, las ratas recibieron una inyeccién ICV de solucién salina 10 pl, GLP-1 (13 nmol), OXM (3 nmol),
glucagon (3 nmol) o glicentina (3 nmol; n = 8/grupo).

En todos los estudios, se usd la OXM humana con la siguiente secuencia:

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr
Ser Lys Tyr Leu Asp Ser Arg Arg Ala Gin
Asp Phe Val GIn Trp Leu Met Asp Thr Lys

Arg Asn Lys Asn Asn lle Ala

Se uso6 el GLP-1 humano con la siguiente secuencia:

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val
Ser Ser Tyr Leu Glu Gly Gln Ala Ala Lys
Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg

En el estudio 1b, las ratas recibieron una inyeccion iPVN de solucién salina 1 p, GLP-1 (1,0 nmol), OXM (1,0 nmol),
glicentina (1,0 nmol), glucagén (1,0 nmol) o SP-1 (3,0 nmol; n = 12-15/grupo). Cuando la exendina-4 se inyecté ICV,
inhibié la ingesta de alimento de forma mas potente que el GLP-1. Por lo tanto, la exendina-4 se inyect6 por via
iPVN a una dosis de 0,03 nmol.

Investigacion del efecto de dosis en aumento de OXM en la ingesta de alimento

En el estudio 2a, las ratas recibieron una inyeccion ICV de solucion salina, GLP-1 (3 nmol) u OXM (0,3, 1, 3 6 10
nmol; n = 8/grupo). En el estudio 2b, las ratas recibieron una inyeccién iPVN de solucién salina, GLP-1 (1,0 nmol) u
OXM (0,1, 0,3 6 1,0 nmol; n - 12-15/grupo). Para evaluar si la OXM actuaba mediante el receptor de GLP-1, se
realizé un estudio utilizando el antagonista del receptor de GLP-1, exendina-(9-39).
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Alimentacion nocturna y analisis de comportamiento.

Estudio 3. Es posible que la OXM inhiba la ingesta de alimento mediante aversidén de sabor no especifica, y que no
sea un factor de saciedad verdadero. Por lo tanto, se administrd a las ratas con canulas ICV GLP-1 (3 nmol), OXM
(3 nmol) o solucién salina (n = 6/grupo) al inicio de la fase oscura. La ingesta de alimento se midié 1 h después de la
inyeccion (estudio 3a) y se evalué el comportamiento (estudio 3b). Se observé a las ratas durante 1 h después de la
inyeccion usando una hoja de puntuacion de comportamiento.

En el estudio 4a, las ratas recibieron una inyeccion ICV de solucion salina, GLP-1 (3 nmol), mas exendina-(9-39) (30
nmol), OXM (3 nmol), OXM (3 nmol) mas exendina-(9-39) (30 nmol) o exendina-(9-39) sola (30 nmol). En el estudio
4b, las ratas recibieron una inyeccion iPVN de solucion salina, GLP-1 (1 nmol), GLP-1 (1 nmol) mas exendina-(9-39)
(10 nmol), OXM (1 nmol), OXM (1 nmol) mas exendina-(9-39) (10 nmol) o exendina-(9-39) sola (10 nmol; n = 10-
12/grupo).

Ensayos de unién al receptor. Estudio 5.

Se realizaron ensayos de unién al receptor en un volumen final de 0,5 ml de membranas hipotalamicas de rata
(proteina 200 ng), 500 Bq (100 pM) [125I]GLP-1 y péptidos competidores no marcados (GLP-1 y OXM) como se
especifica. Las membranas se incubaron a temperatura ambiente durante 90 min. La radioactividad unida y libre se
separé por centrifugacion (2 min, 4 °C). Las membranas sedimentadas se lavaron con tampoén de ensayo (0,5 ml,
helado) y las membranas se centrifugaron como se ha descrito anteriormente. El sobrenadante se retiré y se contd
la radiactividad en el sedimento usando un contador y. La unién especifica (saturable) se calculé como la diferencia
entre la cantidad de ['®]GLP-1 unido en ausencia (union total) y presencia de GLP-1 u OXM 1 pm (unién no
saturable). Todas las curvas se construyeron con puntos por triplicado. Los valores Clsg se calcularon usando el
programa Prism 3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

Datos estadisticos

Para los analisis de ingesta de alimento, los datos se presentan como la media + ETM. Las diferencias estadisticas
entre grupos experimentales se determinaron por ANOVA, seguido de un ensayo de diferencia menos significativa
post-hoc (Systat 8.0, Evanston, IL). Para los analisis de comportamiento, los datos se expresaron como la mediana
del numero medio de apariciones de cada comportamiento y el intervalo. Las comparaciones entre grupos se
realizaron usando el ensayo de U de Mann-Whitney (Systat 8.0). En todos los casos, un valor de P<0,05 se
consideré estadisticamente significativo.

Resultados

Comparacion de los efectos de productos derivados de proglucagén y péptidos relacionados sobre la ingesta de
alimento.

Administracién ICV

En el estudio 1a, la OXM y el GLP-1 (3 nmol) redujeron significativamente la realimentaciéon. Esta inhibicién de
ingesta de alimento duré hasta 4 h después de la inyeccion (Fig. 1A). El glucagon y la glicentina (3 nmol) no
afectaron a la ingesta de alimento en ningun punto temporal (Fig. 1A).

Administraciéon iPVN

En el estudio 1b, la OXM, el GLP-1 (3 nmol) y la exendina-4 (0,03 nmol) también inhibieron la alimentacién cuando
se inyectaron por via iPVN. Esta inhibicién duré al menos 8 h después de la inyeccion, mas que cuando se inyecto
por via ICV (Fig. 1B). La glicentina, el glucagén (1 nmol) y el SP-1 (3 nmol) no afectaron a la ingesta de alimento en
ningun punto temporal cuando se inyectaron por via iPVN.

Efectos de aumentar las dosis de OXM en la ingesta de alimento
Administracion ICV

En el estudio 2a, cuando la OXM se inyect6 por via ICV, redujo la realimentacién de una manera dependiente de la
dosis, alcanzando un efecto maximo a una dosis de 3 nmol, 1, 2 y 4 h después de la inyeccion (Fig. 2A).

Administracion iPVN.

En el estudio 2b, el GLP-1 y la OXM inyectados por via iPVN (ambos 1 nmol) redujeron significativamente la ingesta
de alimento hasta 8 h después de la inyeccion (Fig. 2B).

Efecto de la OXM en ratas saciadas con canula ICV al inicio de la fase oscura.

La fase oscura es el momento de alimentacion natural de las ratas. Por lo tanto, evaluar el efecto de un factor de
saciedad potencial en animales no en ayunas en este momento representaria un efecto mas fisioldgico.
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Efecto de la OXM sobre la ingesta de alimento.

En el estudio 3a, cuando se inyectaron en la fase oscura temprana, tanto el GLP-1 como la OXM (3 nmol) redujeron
significativamente la ingesta de alimento en comparacion con la de los animales tratados con solucién salina 1 h
después de la inyeccion [Fig. 3A].

Observacion del comportamiento después de inyeccion ICV de OXM.

La administracion ICV de la OXM (3 nmol) en la fase oscura temprana condujo a una disminucion significativa en
episodios de alimentacion (estudio 3a) y a un aumento en el comportamiento de crianza (estudio 3b) [Fig. 3B]. No
hubo cambios en episodios de acicalamiento, reposo, cabeza baja, escarbar o locomocion.

Para evaluar si la OXM actiua mediante el GLP-1R, se realizé un estudio usando el antagonista de GLP-1R, la
exendina-(9-39).

Administracion ICV. Estudio 4.

La coadministracion ICV del antagonista del receptor de GLP-1, la exendina-(9-39) con GLP-1 a una proporcion de
10:1 (antagonista/agonista) bloqued los efectos anorexigenos del GLP-1 [Fig. 4A]. Adicionalmente, la
coadministracion de exendina-(9-39) con OXM dio como resultado la atenuacién del efecto anorexogénico de la
OXM [Fig. 4A].

Administracion iPVN.

De manera similar, cuando se inyecta por via iPVN, los efectos anorexigenos tanto del GLP-1 como de la OXM se
bloquearon cuando se coinyectaron con exendina-(9-39) [Fig. 4B].

Ensayos de unién al receptor. Estudio 5.

La afinidad (Clso) del GLP-1 por el receptor de GLP-1 en preparaciones de membrana hipotalamica de rata fue de
0,16 nM (Fig. 5). La afinidad de la OXM por el receptor de GLP-1 en las mismas preparaciones de membrana fue de
8,2 nM (Fig. 5), que es aproximadamente 2 6rdenes de magnitud mas débil que la de GLP-1.

Discusion.

La OXM produce una fuerte disminucién en la realimentacion inducida por ayuno cuando se inyecta por via tanto
ICV como iPVN. El efecto se mantuvo hasta las 8 h (iPVN) o 4 h (ICV) después de la inyeccion. El efecto de la OXM
es aproximadamente de la misma magnitud y ciclo temporal que el de GLP-1 cuando se administra por via ICV e
iPVN a dosis equimolares. Ademas, la OXM inhibe la ingesta de alimento en ratas no en ayunas al inicio de la fase
oscura y en ese momento no mostraron indicios de comportamiento aversivo.

Se ha sugerido que existe un sitio de unidn especifico de la OXM en la mucosa gastrica. Sin embargo, tal sitio de
union no se ha identificado en el sistema SNC. Por lo tanto, se ha propuesto que la OXM mediaba sus efectos a
través del GLP-1R hipotaldmico, ya que el GLP-1 y la OXM tienen fuerza similar en estudios de alimentacién. Se ha
observado que la OXM tiene una afinidad nanomolar por el GLP-1R (Clsp = 8,2 nM). Esta afinidad es
aproximadamente 2 6rdenes de magnitud mas débil que la del GLP-1 (Clsp = 0,16 nM). Alun a pesar de esta afinidad
reducida por el GLP-1R, la OXM reduce la ingesta de alimento en la misma magnitud. Una explicacion de esto es
que la OXM podria actuar tanto a través del GLP-1R como de su propio receptor en el hipotalamo. Por tanto, la OXM
podria inducir una respuesta comparable a la del GLP-1 a pesar de su menor afinidad por el GLP-1R.

La exendina-(9-39), un fragmento del agonista del GLP-1R, exendina-4, es un antagonista fuerte y selectivo en el
GLP-1R. Cuando el GLP-1 y la exendina-(9-39) se coinyectan, las acciones anorexigénicas del GLP-1 se bloquean.
Cuando la OXM se coinyecta con la exendina-(9-39), los efectos anorexigenos de la OXM también se bloquean por
completo. Esto reforzaria el argumento de que la OXM media sus efectos a través del GLP-1R.

Los autores de la invencion investigaron los efectos de la glicentina y glucagén después de una inyeccion ICV aguda
en ratas en ayunas. Después de la administracion de estos péptidos no se observé ningun efecto sobre la ingesta de
alimento inducida por el ayuno. Ademas, no hubo efecto de estos péptidos cuando se administraron por via iPVN.
Cuando SP-1, la supuesta estructura activa minima de la OXM, se inyecté por via iPVN, no se observé inhibiciéon de
ingesta de alimento. Por lo tanto el efecto observado con la OXM es especifico.

B — La administracion periférica de la OXM también reduce la ingesta de alimento y el aumento de peso corporal

Péptidos y agentes quimicos

La OXM se obtuvo de IAF BioChem Pharma (Laval, Canada). El GLP-1 se obtuvo de Peninsula Laboratories Inc. (St.
Helens, RU). La exendina 9-39 se sintetizé en el Consejo de Investigacion Médica, Unidad de Hemostasis, Centro
de Ciencias Clinicas, Hospital Hammersmith, Londres, RU usando quimica F-moc en un sintetizador peptidico 396
MPS (Advanced ChemTech, Inc.) y se purific6 por HPLC de fase inversa en una columna Cg (Phenomex,
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Macclesfield, RU), usando un gradiente de acetonitrilo en acido trifluoroacético al 0,1 %. El peso molecular correcto
se confirmd por espectrometria de masas. Todos los agentes quimicos se obtuvieron de Merck Eurolab Ltd.
(Lutterworth, Leicestershire, RU), a menos que se especifique otra cosa.

Animales

Ratas Wistar macho adultas (180 — 200 g) se mantuvieron en jaulas individuales en condiciones controladas de
temperatura (21-23 °C) y luz (12 horas de luz, 12 horas de oscuridad) con acceso a voluntad a pienso de rata
convencional (dieta RM1, Special Diet Services RU Ltd., Witham, Essex, RU) y agua. Todos los procedimientos
realizados se aprobaron por el British Home Office Animals (Scientific Procedures) Act 1986 (Licencias de Proyecto:
90/1077, 70/5281 y 70/5516).

Canulacion de nucleo intra-arqueado

Los animales tenian canulas guia de acero inoxidable, unilaterales permanentes (Plastics One, Roanoke, VA)
implantadas en de forma estereotactica en el nucleo arqueado del hipotalamo, usando un protocolo de canulacion
que usa canulas posicionadas 3,3 mm posteriores y 0,3 mm laterales a la bregma y 9,0 mm por debajo de la
superficie exterior del craneo.

Inyecciones intraperitoneales (IP)

Todas las inyecciones IP se administraron usando una jeringa de 1 ml y una aguja de calibre 25. El volumen de
inyeccion maximo fue de 500 ul y se ajustd de acuerdo con el peso del animal individual. Todos los péptidos se
disolvieron en solucion salina.

En estos estudios, se usaron las secuencias de la OXM humana y del GLP-1 humano proporcionadas en la pagina 7
de este documento

Protocolos in vivo

1. Investigacion del efecto de la respuesta a dosis de administracion periférica de la OXM en la ingesta de alimento
en animales en ayunas:

Antes del estudio los animales se sometieron a ayuno durante 24 horas. Durante la fase de luz temprana (09.00 -
10.00 h), se proporciond a las ratas una inyeccion IP sencilla de solucién salina, GLP-1 (30 nmol/kg de peso corporal
como control positivo) u OXM (10 — 300 nmol/kg de peso corporal) (n = 12 por grupo) en un volumen de 500 pl.
Después de la inyeccion, los animales se devolvieron a sus jaulas y se les proporciond una cantidad de pienso
previamente pesada. La ingesta de alimento se midi6 1, 2, 4, 8 y 24 horas después de la inyeccion.

2. Investigacion del efecto de administracion periférica de la OXM en la ingesta de alimento en animales no en
ayunas durante la fase oscura:

La fase oscura es el momento de alimentacion “normal” para las ratas. Por lo tanto, cualquier inhibicién de la ingesta
de alimento en este momento podria considerarse que es mas fisiolégica que las alteraciones a la realimentacion
después de un ayuno. Los animales recibieron una inyeccion IP sencilla de solucién salina u OXM (3 - 100 nmol/kg
de peso corporal) (n = 12 por grupo) antes de apagar las luces (18.00 - 19.00 h). La ingesta de alimentos se midi6 1,
2,4, 8y 12 horas después de apagar las luces.

3. El efecto de inyecciones IP repetidas de OXM

Se selecciondé aleatoriamente a 45 animales por peso en tres grupos (n = 15 por grupo): 1) Tratados con solucion
salina con acceso a voluntad al alimento, 2) Tratados con OXM (50 nmol/kg de peso corporal por inyeccién — una
dosis basada en el experimento de respuesta a dosis previo) con acceso a voluntad a alimento, 3) tratados con
solucién salina, pero con alimentos restringidos a la media de ingesta de alimento de fase luminosa y oscura del
grupo tratado con OXM. Los animales recibieron inyecciones dos veces al dia (7.00 y 18.00 h) durante siete dias.
Diariamente se midi6, la ingesta de alimento (g), el peso corporal (g) y la ingesta de agua (ml). El octavo dia, los
animales se sacrificaron por decapitacion. Se extirpo el tejido adiposo blanco (TAB) del epididimo y el tejido adiposo
marrén (TAM) interescapular y se pesaron como una evaluacion de adiposidad corporal.

4. Investigacion del efecto de administracion periférica de OXM en vaciado gastrico

Los animales se sometieron a ayunas durante 36 horas para garantizar que el estdmago estaba vacio. Durante la
fase de luz temprana (09:00-10.00), se permitié acceso a voluntad a una cantidad de pienso de ratas convencional
previamente pesada durante 30 minutos. Después de ese tiempo, el alimento se retird y se volvié a pesar. Después,
por via IP, a los animales se les inyect6 solucion salina, OXM (50 nmol/kg peso corporal) o CCK-8 (15 nmol/kg peso
corporal). Después se sacrifico a las ratas en los mismos momentos a los utilizados en los estudios de alimentacion
previos: 1, 2, 4 u 8 horas después de la alimentacion (n = 12 por grupo por punto temporal). El grupo CCK-8 se uso
como un control positivo para el experimento solamente en el punto temporal de dos horas. Los animales se
sacrificaron por asfixia con dioxido de carbono. Se realizé rapidamente una laparotomia y se expuso el estdbmago.
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Se ligé el punto de union pildrico (2.0 Mersilk, Johnson & Johnson, Bélgica), seguido de ligamiento del punto de
union gastroesofagico y se extirpo el estdmago. Después, los contenidos gastricos se eliminaron, se colocaron en
una bandeja de peso previamente pesada y se dejaron secar al aire durante 48 horas. Una vez secos, los
contenidos se pesaron y después se calcul6 el porcentaje del pienso ingerido durante el periodo de realimentacion
de media hora que permanecio en el estdbmago por rata usando la siguiente férmula:

peso seco del contenido del estdmago

% de alimento que permanece en el estbmago = . . . x 100
peso del alimento ingerido

5. Investigacion del efecto de dosis en aumento de OXM intra-arqueado

Se seleccionaron aleatoriamente ratas con canulas intra-arqueadas (Intra AEC (iARC) (n = 12-15 por grupo) por
peso en 6 grupos. Durante la fase de luz temprana (09:00 — 10:00), ratas en ayunas durante 24 horas recibieron una
inyeccion iARC de solucién salina, OXM (0,01, 0,03, 0,1 0,3 6 1,0 nmoles). La ingesta de alimento se midié 1, 2, 4, 8
y 24 horas después de la inyeccion.

6. Investigacion de si la OXM administrada de forma periférica esta actuando directamente mediante receptores de
GLP-1 de nucleo arqueado.

Se seleccionaron aleatoriamente ratas con canulas en el nucleo arqueado en 6 grupos (n = 10-12 por grupo).
Durante la fase de luz temprana (09:00- 10:00) las ratas en ayunas durante 24 horas recibieron una inyeccién iARC
de solucién salina o exendina .39 (5 nmoles) seguido de una inyeccion IP de solucién salina, OXM (30 nmoles/kg
peso corporal) o GLP-1 (30 nmoles/kg peso corporal) 15 minutos después. Los detalles de las inyecciones se
describen en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1
Grupo Inyeccion intra-ARC Inyeccion IP
Solucion salina Solucioén salina
Solucién salina OXM (30 nmoles/kg)
Solucién salina GPL-1 (30 nmoles/kg)

Exendina 9-39 (5 nmoles) Solucion salina
Exendina 9-39 (5 nmoles) OXM (30 nmoles/kg)
Exendina 9-39 (5 nmoles) GPL-1 (30 nmoles/kg)

O G A~ WON =

Inmunohistoquimica

Noventa (90) minutos después de una inyeccién IP de OXM (50 nmol/kg), CCK (15 nmol/kg) o solucion salina, se
anestesio a las ratas de forma terminal, se perfundié por via transcardiaca solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) 0,1 M seguido de PB-formalina (PBF) al 4 %. Los cerebros se extirparon y posteriormente se fijaron durante
una noche en PBF y después se transfirieron a PB-sacarosa (20 % p/v) durante una noche. Se cortaron secciones
coronales de 40 um del cerebro y del tronco encefalico en un microtomo de congelacion y se tifieron para detectar la
inmunorreactividad de tipo fos (FLI) mediante el procedimiento de avitina-biotina-peroxidasa. Después las secciones
se montaron en portaobjetos revestidos con poli-L-lisina, se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol
(50 — 100 %), se deslipidaron en xileno y se colocé un cubreobjetos usando un soporte DPX. Los portaobjetos se
examinaron para detectar nucleos positivos para FLI usando un microscopio éptico (Nikon Eclipse E-800) y las
imagenes se capturaron usando un microformador de imagenes (Xillix Microlmager). Un miembro independiente del
equipo de investigacion, que desconocia los grupos experimentales, cont6 el numero de nucleos positivos para FLI
en el hipotalamo y tronco encefalico. Se calculé el nUmero medio de nucleos positivos para FLI por seccion y se
expresé como un numero entero para cada animal.

Incubacion estatica de explante hipotalamico

Se us6 un sistema de incubacion estatico. Se sacrificaron ratas Wistar macho por decapitacion y se extirpo el
cerebro completo inmediatamente. El cerebro se mont6é con la superficie ventral hacia arriba y se colocé en un
microtomo de vibracion (Microfield Scientific Ltd., Dartmouth, RU). Se tomé un corte de 1,7 mm desde el hipotalamo
basal, se bloqueé lateral al Circulo de Willis y se incubd en camaras que contenian 1 ml de liquido cefalorraquideo
artificial que se equilibré con O, al 95 % y CO; al 5 %. El corte hipotalamico abarcaba el area predptica media, el
PVN (nucleo hipotalamico paraventricular), el nucleo dorsomedial, el ntcleo ventromedial, el hipotalamo lateral y el
ARC. Los tubos se colocaron en una plataforma en un bafio de agua mantenido a 37 °C. Después de un periodo de
equilibro inicial de 2 horas, cada explante se incubd durante 45 minutos en 600 ul aCSF (periodo basal) antes de
exponerse a un periodo de ensayo. Se usé OXM 100 nM como una dosis que representa una concentracion diez
veces la de su Clsg para el receptor del GLP-1. La viabilidad del tejido se confirmé mediante una exposicion final de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2399741 T3

45 minutos a aCSF que contenia KCI 56 mM. Al final de cada periodo experimental, el aCSF se retiré y se conservo
a -20 °C hasta la medicién de la inmunorreactividad a a-MSH por radioinmunoensayo.

Radioinmunoensayo para medir tMSH-1R

La alfa-MSH se midié usando un radioinmunoensayo interno, desarrollado usando un anticuerpo de Chemicon
International Inc.

Analisis estadistico

Los datos de los estudios de alimentacién IP e iARC se analizaron por ensayo ANOVA con LSD (diferencia minima
significativa) post-hoc. Los pesos de la almohadilla adiposa de los diferentes grupos de tratamiento se analizaron
usando un ensayo de t de muestras no relacionadas. Los datos del estudio de incubacidn del explante hipotalamico,
en el que cada explante se compard con su propio periodo basal, se analizaron mediante un ensayo de t de
muestras no relacionadas. En todos los casos P < 0,05 se considero que era estadisticamente significativo.

Resultados
1. El efecto de la administracion periférica de OXM en animales en ayunas:

La administracion intraperitoneal de OXM (100 nmol/kg y 300 nmol/kg) provocd una inhibicién significativa en la
realimentacion de animales en ayunas durante 24 horas una hora después de la inyeccion, en comparacién con
controles de solucion salina (1 hora: OXM 100 nmol/kg, 5,4 + 0,2 g (P<0,05), 300 nmol/kg, 4,5 + 0,2 g (P<0.05) frente
a solucion salina, 6,3 + 0,2 g). La reduccion en la ingesta de alimento provocada por 100 nmol/kg se mantuvo hasta
8 horas después de la inyeccién. Sin embargo, la dosis mayor de OXM (300 nmol/kg) continué inhibiendo de manera
significativa la ingesta de alimento 24 horas después de la inyeccion (24 horas: OXM, 300 nmol/kg, 9,5 + 0,6 g frente
a solucién salina, 17,5 + 0,7 g; P<0,05) (Figura 6a). Los 30 nmol/kg y 10 nmol/kg no modificaron la ingesta de
alimento en ningun momento investigado.

2. El efecto de la administracion periférica de OXM en animales no en ayunas sobre la ingesta de alimento en la fase
oscura:

La OXM, 3 y 10 nmol/kg, no influyé en la ingesta de alimento en ningn momento investigado en ratas que se
alimentaban de forma nocturna inyectadas inmediatamente antes de la fase oscura. Sin embargo, la OXM, 30
nmol/kg, inhibio significativamente la ingesta de alimento hasta 2 horas después de la inyeccion (2 horas: OXM, 30
nmol/kg, 4,5 + 0,4 g frente a solucion salina, 5,8 £ 0,4 g; P<0,05). La ingesta de alimento se redujo 4 horas después
de la inyeccion, pero esto no fue significativo. La OXM, 100 nmol/kg, inhibio significativamente la ingesta de alimento
durante la fase oscura (8 horas: OXM, 100 nmol/kg, 14,1 + 0,8 g frente a solucién salina, 16,9 + 0,5 g; P<0,05)
(Figura 6b).

3. El efecto de la administracion IP repetida de OXM

Inyecciones IP dos veces al dia de OXM (50 nmol/kg) durante siete dias provocaron una disminucion significativa en
la ingesta de alimento diaria acumulativa, en comparaciéon con animales de control tratados con solucion salina
(Ingesta de alimento acumulativa dia 7: OXM, 50 nmol/kg, 168 + 4,6 g frente a solucién salina, 180 + 4,3 g; P<0,01)
(Figura 7a). Adicionalmente, los animales tratados con OXM ganaron peso de forma significativamente mas lenta
que los controles de solucién salina (aumento de peso acumulativo dia 7: OXM, 50 nmol/kg, 21,0 + 1,5 g frente a
solucion salina, 37,6 + 1,9 g; P<0,005). Ademas, los animales "alimentados en paralelo” con alimento restringido no
ganaron tan lentamente como los animales tratados con OXM, a pesar de recibir la misma ingesta de alimento (Dia
7: alimentacion en paralelo, 33,5 + 2,0 g; P=NS frente a solucién salina (alimentacién a voluntad), P<0,05 frente
OXM) (Figura 7b). Ademas, la OXM crénica produjo una disminucion en la adiposidad que no se observo en los
animales alimentados en paralelo con inyeccién de solucién salina (Tabla 2). La ingesta de agua se redujo
significativamente en animales tratados con OXM los dias 1 y 2 del experimento (Dia 1: OXM, 24,1 + 1,28 ml frente a
solucién salina, 28,1 + 1,33 ml; P<0,05). Los dias posteriores, hubo un aumento en la ingesta de agua diaria en
comparacion con los animales tratados con solucion salina (dias 3-6). Sin embargo, el dia 7, no hubo diferencias en
la ingesta de agua entre los grupos tratados con solucion salina y OXM (no mostrado).

Tabla 2: El efecto de la administracion IP dos veces al dia de solucion salina u OXM (50 nmol/kg) durante siete dias
sobre el peso de TAB del epididimo y TAM interescapular en ratas alimentadas a voluntad y con alimentacion

restringida
Tejido/lhormona Solucién salina OXM Alimentado en paralelo
TAB 0,69 + 0,02 0,51 £ 0,01° 0,61 +0,02°
TAM 0,16 + 0,01 0,12 + 0,01° 0,15 +0,01°
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4. La funcion de vaciamiento gastrico retardado sobre efecto anoréxico de la OXM:

Una hora después se presenté alimento a las ratas en ayunas durante 36 horas, el peso seco de los contenidos de
los estdbmagos (como un porcentaje del alimento consumido durante el periodo de alimentacién de 30 minutos) de
los animales tratados con GLP-1 fue significativamente mayor que el de los animales tratados con solucién salina (1
hora: GLP-1, 50 nmol/kg, 76,9 + 2,7 g frente a solucién salina, 65,8 + 1,6 g; P<0,01), lo que sugiere que GLP-1
provocd una disminucién significativa en el vaciado gastrico. Los contenidos de los estdbmagos de los animales
tratados con OXM fueron mayores que los de los controles tratados con solucidon salina, aunque esto no fue
estadisticamente significativo (1 hora: OXM, 50 nmol/kg, 72,0 + 1,4 g frente a solucién salina, 65,8 + 1,6 g; P=0,07).
Dos horas después de la alimentacion, la OXM no afecté a los contenidos del estbmago, en comparacion con los
animales tratados con solucion salina. Sin embargo, los animales a los que se les inyectd el control positivo para
este punto temporal, CCK (15 nmol/kg), tuvieron un contenido en el estdmago significativamente mayor (2 horas:
CCK, 15 nmol/kg, 64,7 + 6,4 g frente a solucion salina, 38,5 g; P<0,01), lo que sugiere que CCK provoco una
disminucion significativa en la velocidad del vaciado gastrico. No hubo efecto de la OXM sobre los contenidos del
estomago, en comparacion con los animales tratados con soluciéon salina, a las 4 u 8 horas después de la
alimentacion (Figura 8).

5. Investigacion del efecto de dosis en aumento de OXM inyectadas en el nlcleo intra-arqueado

Todas las dosis (excepto la de 0,01 nmoles) de OXM, administrada iARC durante la primera hora de realimentacién
después de un ayuno de 24 horas (1 hora: OXM 0,03 nmoles, 6,1 £ 0,5 g (P<0,05); 0,1 nmoles, 5,6 + 0,4 g (P<0,05);
0,3 nmoles, 5,1 £ 0,6 g (P<0,01); 1,0 nmol, 3,6 + 0,5 g (P<0,005) todos frente a solucién salina, 7,7 £ 0,2 g) (Figura
9) inhibieron significativamente la ingesta de alimento. La OXM 0,3 y 1,0 nmoles continudé inhibiendo
significativamente la ingesta de alimento hasta 8 horas después de la inyeccién. Veinticuatro horas después de la
inyeccion, la ingesta de alimento se inhibié por OXM, 1,0 nmoles, aunque esto no fue significativo (24 horas: OXM,
1,0 nmol, 37,8 + 3,0 g frente a solucion salina, 40,8 + 1,6 g; P=NS).

6. Investigacion de si la OXM administrada de forma periférica actia mediante receptores de GLP-1 del nucleo
arqueado

La administracion intraperitoneal tanto de GLP-1 (30 nmol/kg) como de OXM (30 nmol/kg) produjo una inhibicion
significativa de la ingesta de alimento una hora después del comienzo de la fase oscura (1 hora: GLP-1, 5,0 + 0,6 g,
OXM, 5,1 + 0,4 g frente a solucién salina, 9,2 + 0,3 g). Sin embargo, la anorexia producida por la administracion IP
de OXM se bloqued por administracion previa del antagonista del receptor de GLP-1, exendina 9-39 (300 nmol/kg),
inyectado directamente en el ARC (Tabla 3 y Figura 10). La inhibicion de la ingesta de alimento por GLP-1 IP no se
vio afectada por la administracion previa iARC de exendina 9-39.

Tabla 3: Efecto de la administracion iARC administracion de exendina 9-39 (5 nmoles) o solucién inyectada 15
minutos antes de administracion IP de OXM (30 nmol/kg), GLP-1 (30 nmol/kg) o solucion salina en la ingesta de
alimento (g) a 1 hora. (S = solucién salina, G = GLP-1 (30 nmol/kg), Ox = OXM (30 nmol/kg), Ex = exendina 9-39 (5

nmoles)).
Péptido Ingesta de alimento (g) E.T.M.
Solucion salina / solucion salina 9,2 0,3
Solucion salina / GLP-1 5,0 0,6
Exendina 9-39 / GLP-1 5,0 0,3
Solucién salina / OXM 5,1 0,4
Exendina 9-39 / OXM 9,4 0,4
Exendina 9-39 / solucién salina 9,0 0,4

7. Mapeo de la expresion de FLI en el hipotalamo en respuesta de OXM IP:

Después de la administracion de OXM IP (50 nmol/kg) se encontré tincién densa de FLI casi exclusivamente en el
nucleo arqueado hipotalamico (Figura 11a). Ningun otro nucleo hipotaldmico (PVN) (ndcleo hipotalamico
paraventricular), DMH (ndcleo hipotalamico dorsomedial), VMH (nucleo hipotalamico ventromedial)) demostré tincion
espeifica de c-fos.

En el tronco encefalico, la CCK IP (15 nmol/kg) produjo una tincidon densa de FLI, mas notablemente en el NTS
(nucleo del tracto solitario) y en el area postrema (Figura 6b). Sin embargo, ni la solucioén salina IP ni la OXM (50
nmol/kg) produjeron un aumento especifico en la expresioén de c-fos en los mismo nucleos del tronco encefalico
investigados (Figura 11b).

8. Cambios en la liberacion de alfa-MSH de explantes hipotalamicos cuando se incuban con OXM

La incubacion de OXM (100 nM) con explantes hipotalamicos produjo un aumento significativo en la liberacién de a-
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MSH en comparacién con la liberacion basal (a-MSH: OXM, 100 nM, 4,1 + 0,6 fmol/explante frente a 2,6 + 0,5
fmol/explante; P<0,005). La viabilidad del explante se evalué por incubacion con KCI 56 mM, y la viabilidad se
confirmé en >80 % de explantes. Los explantes que no fueron viables se excluyeron del analisis.

Discusién

La administracion periférica de OXM produce una reduccion en la ingesta de alimento en ratas. Esto se observd
después de un ayuno en la fase de luz y durante la fase de alimentacion nocturna. El efecto anorexogénico fue
fuerte y prolongado durante periodos de hasta 24 horas. Dos administraciones diarias IP de OXM durante siete dias
produjeron una reduccién en la ingesta de alimento diaria en comparacién con los tratados con solucion salina, sin
taquifilaxia. Los animales tratados con OXM ganaron significativamente menos peso que los animales alimentados
en paralelo, a pesar de que los dos grupos recibieron una ingesta calérica diaria idéntica. La administracion
intraperitoneal de OXM redujo de manera transitoria la ingesta de agua aunque esto no fue prolongado, lo que
sugiere que la reduccién en la tasa de aumento de peso corporal no se debié a deshidratacion.

Al concluir el estudio crénico, el TAB del epididimo y el TAM interescapular se extirparon y se pesaron. Se descubrié
que hubo una reduccién en los pesos de todas las almohadillas adiposas en los animales tratados con OXM en
comparacién con los animales alimentados en paralelo, a pesar de una ingesta de alimento idéntica. Por lo tanto
parece que la administracion periférica de OXM también afecta a otros parametros metabdlicos.

Un contribuyente principal a la saciedad es el vaciado gastrico retardado mediante mecanismos mediados por el
nervio vago que conducen a la activacion del tronco encefalico. Tanto GLP-1 como OXM son fuertes inhibidores del
vaciado gastrico en roedores y seres humanos y en el caso de GLP-1, se cree que este es el mecanismo dominante
a través del que promueve la saciedad. Los autores de la invencion han planteado la hipétesis de que la OXM
estaba actuando de la misma manera y que sus efectos de vaciado gastrico eran la causa de una anorexia
prolongada. Sin embargo, aunque la administracion periférica de OXM condujo a un ligero retardo en el vaciado
gastrico en la primera hora después de la re-introduccion de alimento, esto no fue significativo y el efecto fue de
corta duracion. Esto sugiriéo que la OXM ralentiza el vaciado gastrico pero probablemente no es responsable de la
fuerte y prolongada inhibicién de la ingesta de alimento.

Los autores de la invencion indican en este documento que la administracion periférica de OXM aumenta la FLI casi
exclusivamente en el ARC. Ademas, los autores de la invencion descubrieron que incubar el explante hipotalamico
con OXM produjo un aumento significativo en la liberacion del producto derivado de POMC (pro-opiomelanocortina),
a-MSH de explantes hipotalamicos. La OXM IP no afecto a la expresion de FLI en las areas NTS y AP — que se sabe
que son importantes en la integracién de la informacién mediada por el nervio vago, reforzando adicionalmente la
nocion de que la OXM no esta actuando mediante estas rutas.

Se piensa que los nucleos en el tronco encefalico son el sitio principal de accién de GLP-1, y se envia informacion
posteriormente al PVN hipotalamico, en el que se median sus efectos anorexigénicos. La inyeccién directa de OXM
en el ARC, incluso a dosis muy bajas, produjo una inhibicién fuerte y prolongada de la ingesta de alimento,
apoyando adicionalmente la hipétesis de que el ARN es el sitio de las acciones de la OXM. Los efectos
anorexigénicos producidos por la administracién periférica de OXM se bloquearon por administracion previa de
exendina g.39 en el ARC. Sin embargo, resulta interesante observar que las acciones anorexigénicas del GLP-1
administrado periféricamente no se bloquearon. Este hallazgo indica firmemente que la OXM actia mediante
receptores de GLP-1 en el ARC. Ademas, ha identificado rutas especificas que median las acciones de GLP-1 y
OXM.

Tomados juntos, estos datos demuestran que la OXM es potencialmente importante en la regulacién tanto a largo
como a corto plazo de la ingesta de alimento y en el mantenimiento del peso corporal. En lugar de reducir el apetito
mediante rutas de saciedad “tradicionales”, que implican la ralentizacion del vaciado gastrico y la activacién de los
nucleos del tronco encefalico, la OXM circulante media sus efectos anorexigenos mediante la interaccion directa con
ARC, potencialmente activando neuronas de POMC (pro-opiomelanocortina) dentro del nucleo. Por lo tanto, la OXM
puede ser util en el tratamiento o prevencién del sobrepeso tal como obesidad en mamiferos y ademas representa
una nueva diana para el desarrollo de agentes terapéuticos en el tratamiento de sobrepeso tal como obesidad en
mamiferos.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Imperial College Innovations Limited Bloom, Stephen Robert Ghatei, Mohammad Ali Small, Caroline Jane
Dakin, Catherine Louise

<120> Agente para la inhibicién de alimento
<130> P32981WO/TJF

<140> PCT/GB02/04082
<141> 09-09-2002

14



ES 2399741 T3

<150> GB0121709.0
<151> 07-07-2001

<160>4
<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 37

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr. Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asp Thr Lys Arg Asn
’ 20 25 : 30

Lys Asn Asn Ile Ala
35

<210>2

<211> 36

<212> PRT
<213> Lophius sp.

<400> 2

His Ser Glu Gly Thr Phe Ser Asn Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Glu Asp
1 . 5 ' 10 15

Arg Lys Ala Gln Glu Phe Val Arg Trp Leu Met Asn Asn Lys Arg Ser
20 : 25 30. '

Gly val Ala Glu
35
<210> 3
<211> 36

<212> PRT
<213> Anguilla sp.

<400> 3

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Asn Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Glu Thr
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Ser Lys Arg Ser
20 25 30

Gly Gly Pro Thr
35

<210> 4
<211> 30
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 4

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1l .5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 | 25 30
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REIVINDICACIONES

1. Una oxintomodulina para su uso en la prevencién o el tratamiento de sobrepeso en un mamifero, en donde la
oxintomodulina se administra por via oral, parenteral, de la mucosa, rectal, subcutanea o transdérmica.

2. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el sobrepeso es obesidad.

3. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en la que la oxintomodulina es
oxintomodulina humana.

4. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la
oxintomodulina es un analogo de la misma en el que el resto de histidina en la posicion 1 se conserva o se sustituye
con un resto aromatico que lleva una carga positiva o por un derivado de histidina y en el que

(i) uno cualquiera o mas de hasta 22 restos de alfa aminoacido adicionales se sustituyen independientemente
con cualquier otro resto de alfa aminoacido, formas modificadas o isoméricas de un aminoacido, un aminoacido
correspondiente o diferente unido mediante su cadena lateral; y/o

(i) 1, 2, 3, 4 6 5 de los restos de aminoacidos se eliminan de la secuencia de la oxintomodulina; y/o

(iii) el extremo C de la secuencia de la oxintomodulina se modifica para afiadir restos de aminoacidos
adicionales u otros restos.

5. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la
oxintomodulina esta en forma de una sal, o esta conjugada con uno o mas grupos, esta quimicamente modificada o
se proporciona en presencia de un metal.

6. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la oxintomodulina esta conjugada con
un lipido, con un polimero de polietilenglicol, de polivinilpirrolidona o de alcohol polivinilico o con un copolimero de
polioxietileno-polioxipropileno.

7. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la
oxintomodulina estd en una forma adecuada para la administraciéon por inhalacién, o para administracién bucal,
sublingual o nasal.

8. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el metal es calcio, hierro, magnesio,
manganeso o cinc.

9. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el metal es cinc.

10. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la
oxintomodulina esta en forma liquida, sélida o semisdlida.

11. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha
oxintomodulina esta acilada o amidada.

12. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la
oxintomodulina esta en una forma adecuada para administracion intraperitoneal.

13. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que uno o mas de hasta 16 de los restos
de aminoacidos distintos de histidina en la posicién 1 se sustituyen independientemente con otro resto de
aminoacido.

14. La oxintomodulina para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la
oxintomodulina se proporciona en combinacién con un vehiculo o un diluyente farmacéuticamente aceptables.

15. Una composicién farmacéutica que comprende la oxintomodulina como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 6 3 a 14 para su uso en el tratamiento o la prevencion de sobrepeso en un ser humano, en donde
la composicidon se administra por via oral, parenteral, de la mucosa, rectal, subcutanea o transdérmica.

16. Un procedimiento no terapéutico para la prevencién o el tratamiento de sobrepeso en un mamifero que
comprende la administracion de oxintomodulina, en el que la oxintomodulina se administra por via oral, parenteral,
de la mucosa, rectal, subcutanea o transdérmica.

17. El procedimiento como se reivindica en la reivindicacién 16, en el que se consigue pérdida de peso cosmética.

18. El procedimiento como se reivindica en la reivindicacion 17, en el que la pérdida de peso cosmética se consigue
como resultado de una ingesta de alimento reducida.
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Figura 1A
12 1
—©-— Solucién salina
11 —f&— GLP-1 (3 nmol)
—#%— OXM (3 nmol)
10 | —8— Glicentina (3 nmol)
9 + == Glucagoén (3 nmol) |
s -
7 —
6 -
5 -
4 I
3 -
2 -
1r %
0 i 1 1 1 1 1 I 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Horas después de la inyeccién

19



ES 2399741 T3

Figura 1B
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 3A
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Figura 6b
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