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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica para su utilizacion en el tratamiento de la obesidad, diabetes o para aumentar la
sensibilidad a la insulina

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica, que comprende un ingrediente activo que actia
como antagonista o agonista inverso de un receptor acoplado a proteinas G y a un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Dicha composicién farmacéutica puede ser utilizada para el tratamiento de la obesidad. Dicha
composicion farmacéutica puede ser utilizada también para el tratamiento de la diabetes.

Descripcioén de la técnica anterior

Las proteinas de guanina que se unen a nucle6tidos, que se conocen de otro modo como proteinas G, estan
involucradas en la transmision de sefiales quimicas desde fuera de la célula al interior de la misma poniendo en
marcha una serie de reacciones bioquimicas que finalmente llevan a cabo cambios fisiolégicos dentro de la célula.
Los receptores acoplados a las proteinas G son receptores transmembrana que detectan moléculas fuera de la
célula y activan rutas de transduccion de sefial y respuestas intracelulares. Es bien sabido que los receptores
acoplados a proteinas G estan involucrados en la regulacién de muchas enfermedades.

Los receptores cannabinoides tipo 1 y tipo 2, a los cuales se hara referencia a continuacion como CB; y CB», son
receptores acoplados a proteinas G que se encuentran en los tejidos de los mamiferos. Los receptores CB; son
expresados principalmente por neuronas del sistema nervioso central y periférico, mientras que los receptores CB,
se presentan centralmente y periféricamente, en especial, en células inmunes. Moléculas de sefial, se pueden unir a
los dos receptores cannabinoides fuera de la célula, provocando una cascada de reacciones bioquimicas dentro de
la misma. Por ejemplo, los receptores CB; acoplados a través de proteinas G, inhiben la adenilil ciclasa y activan la
proteina (MAP) quinasa, activada por mitdgenos. Ademas, los receptores CB; inhiben los canales de calcio
presinapticos de tipo N- y P/Q- y activan canales de potasio que rectifican hacia dentro. El efecto combinado de
estos cambios bioquimicos, genera una serie de efectos fisiol6gicos, muchos de los cuales estan todavia por
descubrir.

El descubrimiento de que los tejidos de mamiferos expresan receptores cannabinoides, fue acompafiado por el
descubrimiento de ligandos enddgenos con respecto a estos receptores, llamados endocannabinoides, que junto
con CB; y CB; constituyen el sistema endocannabinoide. Se descubrid que ciertas alteraciones hacen que aumenten
los niveles de endocannabinoides, la densidad de los receptores de cannabinoides y la eficiencia del acoplamiento
de los receptores de cannabinoides. Se ha observado que esta regulaciéon ascendente del sistema
endocannabinoide suprime frecuentemente sintomas y sefiales no deseables, sugiriendo que el sistema
endocannabinoide es autorregulador.

A efectos de comprender mejor el sistema endocannabinoide, los investigadores han estado desarrollando
antagonistas y agonistas inversos con especificidad para CB; o CB,. Los agonistas son ligandos de receptores que
no provocan respuesta biolégica cuando se unen a un receptor, pero que bloquean o debilitan una respuesta
mediada por agonista. Por otra parte, los agonistas inversos se unen al mismo receptor como agonista e invierten la
actividad de los receptores, o en otras palabras, ejercen un efecto farmacol6gico opuesto al de un agonista de
receptor. El descubrimiento de antagonistas y de agonistas inversos de receptores CB; 0 CBy, es extremadamente
importante en el sector de la medicina, dado que existen muchos estados fisiologicos y patofisiologicos significativos
en los que se ha demostrado que el sistema endocannabinoide juega un determinado papel. Estos estados
comprenden enfermedades del sistema nervioso central, tal como Parkinson, Alzheimer y depresion, asi como,
enfermedades del sistema nerviosos periférico, tales como, dolores inflamatorios y neuropaticos, obesidad y otras
alteraciones alimentarias.

A este respecto, existen diferentes estudios publicados que documentan la importancia de los agonistas o agonistas
inversos de uno u otro de los receptores CB; 0 CBy, en el tratamiento profilactico o combativo de las enfermedades
antes mencionadas. Por ejemplo, el documento WO/2006/119260 se refiere a una composicion farmacéutica de un
antagonista del receptor CB; en asociacion con un inhibidor de la proteina de transferencia de triglicéridos
microsomales, que actia en el intestino para tratar la obesidad o alteraciones alimentarias. El documento
WO/2006/100205 se refiere a nuevos moduladores de receptores de cannabinoides y su utilizacion para tratar
enfermedades, tales como dolor, alteraciones neurodegenerativas y alteraciones alimentarias. El documento
US/2005/101542 se refiere a otra composicion farmacéutica, que comprende antagonistas de receptores de
cannabinoides que combinados con otro agonista de proteina, pueden reducir el consumo de alimentos, alcohol o de
otras sustancias que provocan apetito. Finalmente, la solicitud de patente de brasil P10114410-3 se refiere a la
combinacién farmacéutica del antagonista de CB1 y el supresor de apetito sibutramina que es util en el tratamiento
de la obesidad.

Una caracteristica subyacente de estos estudios publicados, es que demuestra la forma en la que un antagonista o
agonista inverso de CB; puede tratar la obesidad. Los receptores CB; son objetivos para tratar la obesidad porque
son altamente expresados en areas del hipotdlamo que estan involucradas en el control central de la ingesta de
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alimentos y, en el comportamiento de la alimentacién. Estas regiones estan también interconectadas con la ruta
mesolimbica de la dopamina, el sistema llamado de “premio” (“reward”). Ademas, los receptores periféricos CB1,
estan situados en el tubo gastrointestinal, higado y en tejidos adiposos. Estos hechos combinados indican
fuertemente que el sistema endocannabinoide puede estar directamente involucrado en la regulacion de la
alimentacién, control de grasas y regulacion de la glucosa en la sangre. Por ejemplo, es conocido en la literatura que
la administracién de agonistas exégenos de CB;, tales como A’-tetrahidrocannabinol (THC), el ingrediente activo de
Cannabis sativa, incrementa la ingesta alimenticia al incrementar los premios motivacionales. El antagonismo de CB;
podria invertir potencialmente estos efectos al inhibir las propiedades de recompensa mediadas por dopamina de los
alimentos e invertir el proceso de almacenamiento de grasas.

La obesidad es en la actualidad la alteracion nutricional mas comun en los paises industrializados. Definida como
indice de masa corporal mayor de 30, la obesidad se produce por la acumulacion de exceso de grasas en el cuerpo
por un consumo excesivo de alimentos grasos. La prevalencia de la obesidad en Estados Unidos y Europa ha
alcanzado niveles epidémicos. Datos de la organizaciéon Multinational MONICA (MONitoring of trends and
determinants in Cardiovascular diseases) de la Organizacion Mundial de la Salud, muestran que en algunas partes
de Europa, mas del 70% de los hombres con edad de 55-64 afios son clinicamente obesos o tienen sobrepeso y
casi el 70% de las mujeres de este grupo de edad. Ademas, uno de cada cinco americanos son obesos y uno de
tres presentan sobrepeso. Ademas, tasas crecientes de obesidad infantil probablemente podrian exacerbarar la
tendencia a un aumento de obesidad en adultos.

Ademas, las investigaciones indican que los individuos obesos estan predispuestos a resistencia a la insulina y
diabetes. (Ver Boden, Free fatty acids, a link between obesity and insulin resistance, 3 Front. Biosci. 169-75 (1998)).
Los términos “resistencia a la insulina” se refieren al estado en el que las células del individuo han pasado a ser
menos sensibles a los efectos de la insulina en el equilibrado de los niveles de glucosa en la sangre. La insulina es
la hormona segregada por el pancreas que ayuda a la glucosa a entrar en las células donde es transformada en
energia. Los individuos obesos tienen niveles elevados de acidos grasos libres en su plasma sanguineo. Los acidos
grasos libres conducen a una mayor resistencia a la insulina porque compiten con la insulina que inhibe la misma en
cuanto a estimular la absorcién de glucosa, lo cual conduce a niveles de glucosa incrementados en la sangre que
potencialmente son un peligro para la vida. Por lo tanto, la disminucién del nivel de acidos grasos libres y el aumento
de la sensibilidad a la insulina es béasico para la prevencion y tratamiento de la diabetes.

Las personas que experimentan resistencia a la insulina provocan que el pancreas trabaje de manera mas exigente
y liberan cantidades crecientes de insulina para conseguir un equilibrio saludable de la glucosa en la sangre. Esto
puede conducir a dos problemas principales. En primer lugar, el pancreas se puede agotar y, por lo tanto, se puede
ralentizar la produccién de insulina a niveles anormalmente bajos. Esto provocaria el inicio de diabetes tipo Il en
adultos al incrementar los niveles de glucosa en la sangre. Un segundo problema potencial puede consistir, en que
el paciente resistente a la insulina no desarrolla diabetes, pero puede sufrir niveles anormalmente altos de insulina
en la sangre, que pueden provocar obesidad crénica, elevar la presion sanguinea, enfermedades cardiacas y
posiblemente algunos tipos de cancer.

No hay documentos de la técnica anterior que sugieran una composicion farmacéutica de hemopresina, un agente
mimético, derivado o fragmento de la misma para el tratamiento de la diabetes.

No obstante, un compuesto sintético, el rimonabant (SR141716A), ha demostrado comportarse como agonista
inverso en el receptor CB; y consigue efectos reductores del peso durante periodos de tiempo prolongados en
roedores y en humanos (ver Van Gaal y otros, Effects of the cannabinoid-1 receptor blocker rimonabant on weight
reduction and cardiovascular risk factors in overweight patients, 365 Lancet 1389-1397 (2005)) (efectos del
rimonabant como bloqueador del receptor de cannabinoide-1 en la reduccién de peso y en factores de riesgo
cardiovasculares en pacientes con sobrepeso). La accion del rimonabant esta limitada no obstante, dado que la
Food and Drug Administration de Estados Unidos rechazé el rimonabant porque pruebas clinicas habian sugerido
una mayor incidencia de depresién, ansiedad y tendencia al suicidio después de una administracion prolongada (ver
R. Christensen y otros, Efficacy and safety of the weight-loss drug rimonabant, 370 Lancet 1706-1713 (2007))
(eficacia y seguridad del medicamento rimonabant para la pérdida de peso). Por lo tanto, en la actualidad se estan
realizando esfuerzos en la investigacion para encontrar compuestos mas seguros, que se comporten como
antagonistas selectivos o agonistas inversos del receptor de CB;.

El péptido hemopresina puede ser un compuesto alternativo mas seguro, que muestra selectividad para CB;. La
hemopresina es un producto de la cadena de hemoglobina « descubierto en homogenados de cerebro de rata. Otros
estudios han indicado que péptidos que contienen la secuencia de aminoacidos de la hemopresina se generan in
vivo, sugiriendo ciertamente que la hemopresina puede ser una alternativa mas segura que el rimonabant u otros
agonistas inversos o antagonistas de CB1, a causa de su presencia potencial endégena.

Se descubrié inicialmente por Dale y otros que la hemopresina tenia efectos antinociceptivos no opioides (ver
Antinociceptive action of hemopressin in experimental hyperalgesia, 25 Peptides 431-436 (2005)) (accion
antinociceptiva de la hemopresina en hiperalgesia experimental). Otros estudios han demostrado que el péptido
hemopresina actiia especificamente sobre el sistema carabinoide como agonista inverso del receptor de CB; y
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puede interaccionar con las rutas periférica y central del dolor in vivo (ver Heimann y otros, Hemopressin is an
inverse agonist of CB; cannabinoid receptors, 104 PNAS 20588-593 (2007)) (hemopresina es un agonista inverso de
receptores cannabinoides CB;). Este articulo demuestra también la forma en la que hemopresina es efectiva en el
tratamiento de hiperalgesia cuando es administrada localmente o sistémicamente. Ademas, este articulo sugiere que
baséandose en la especificidad de la hemopresina para CB; puede tener un efecto en el peso corporal y en la ingesta
de alimentos de la misma manera que el rimonabant.

Un articulo reciente publicado en el Journal of Neuroscience en 26 de mayo de 2010 por Garron T. Dodd y otros,
titulado: The peptide hemopressin acts through CB1 cannabinoid receptors to reduce food intake in rats and mice (el
péptido hemopresina actla a través de receptores cannabinoides CB1 para reducir la ingesta alimenticia en ratas y
ratones), demuestra la forma en la que la hemopresina actlla como agonista inverso sobre receptores de CB; y
modula la actividad de las rutas del apetito en el cerebro de manera contraria a la forma en que THC, y otros
agonistas de CB: modulan las rutas del apetito en el cerebro. De manera mas especifica, Dodd indica que la
hemopresina puede actuar de la forma siguiente: 1) antagonizando la internalizacion inducida por el agonista de CB;
del receptor CB; in vitro; 2) induciendo hipofagia in vivo cuando es administrado centralmente; 3) induciendo
hipofagia in vivo cuando es administrado de manera sistémica; 4) superar fuertes impulsos orexigénicos en ratones
en ayunas u obesos; y 5) reduce la alimentacién de manera especifica desde el punto de vista del comportamiento.

Objetivo de la invencién

Teniendo en cuenta las preocupaciones crecientes en la salud publica con respecto a la obesidad y la diabetes,
muchos investigadores en todo el mundo han intentado encontrar una composicién farmacéutica que puede ser
utilizada para el tratamiento de obesidad y diabetes.

El objetivo de la presente invencion consiste en dar a conocer una composicion farmacéutica para el tratamiento de
la obesidad sin provocar depresion, oxidando los acidos grasos libres en el plasma sanguineo. Esta invencion
sugiere también una composicidon farmacéutica para la prevencion y tratamiento de la diabetes al incrementar la
sensibilidad a la insulina.

El objetivo de la presente invencion es conseguido por una composicion farmacéutica que comprende hemopresina
como ingrediente activo, incluyendo un agente mimético, derivado o fragmento del mismo, tal como se define por las
reivindicaciones que puede actuar como agonista inverso o antagonista de receptores acoplados a proteinas G,
particularmente CB3, y como vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcién de la invencién

El objetivo de la invencion se consigue mediante una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1.
Se daran a conocer realizaciones preferentes de la misma en las reivindicaciones dependientes 2 a 11. Otro aspecto
de la invencion se refiere a la utilizacion para la preparacion de una composicion farmacéutica para uso en el
tratamiento de la obesidad, diabetes o para aumentar la sensibilidad a la insulina. La presente invencion que
comprende la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un ingrediente activo, un agente
mimético, un derivado o fragmento del mismo, que se comporta como agonista inverso y/o antagonista de un
receptor acoplado a proteinas G y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El receptor acoplado a proteinas G,
que constituye el objetivo de esta invencion, es un receptor cannabinoide y, en particular, el receptor de CBi. En la
presente invencion, el ingrediente activo es el péptido hemopresina con la siguiente secuencia de aminoacidos
PVNFKFLSH (prolina-valina-asparagina-fenilalanina-lisina-fenilalanina-leucina-serina-histidina), o un agente
mimético, derivado o fragmento del mismo, tal como se define en las reivindicaciones. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable es preferentemente una solucidon isosmética estéril, con la misma presion osmatica
que una solucién isoténica de sangre y que es compatible con el ingrediente activo.

La invencion describe la forma en la que se puede utilizar dicha composicion farmacéutica en el tratamiento de la
obesidad al reducir el contenido de grasas y provocar sintomas de depresion al oxidar acidos grasos en plasma
sanguineo en los musculos y en el higado. La invencion también da a conocer la forma en la que, dicha composicion
farmacéutica puede ser utilizada en la prevencion y tratamiento de la diabetes al incrementar la sensibilidad a la
insulina y disminuyendo, por lo tanto, la resistencia a la misma. Ademas, la presente invencion demuestra que dicha
composicion farmacéutica puede conseguir efectivamente los mencionados resultados a través de cualquiera de las
siguientes rutas de administracion: oral, intraperitoneal, o intratecal.

La técnica anterior sugiere que la administracion de hemopresina podria disminuir la ingesta de alimentos en ratones
normales y obesos, tanto si se administra sistémicamente como localmente. No obstante, la presente invencion
demuestra que la administracion local o sistémica de una composicion farmacéutica de hemopresina, un agente
mimético, derivado o fragmento del mismo, tal como se define por las reivindicaciones, disminuird directamente el
contenido de grasas y el peso corporal sin sintomas de depresion, al oxidar acidos grasos en el plasma sanguineo
en los musculos y en el higado.

El estado de la técnica no contiene, por lo tanto, mencidon o sugerencia alguna de la utilizacion especifica de
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hemopresina o de un agente mimético, derivado o fragmento del mismo, tal como se define por las reivindicaciones
como parte de una composicion farmacéutica que pueda ser utilizada en la prevencion o tratamiento combativo de la
obesidad al reducir el contenido de grasas y el peso corporal sin provocar sintomas de depresion por la oxidacion de
acidos grasos en el plasma sanguineo, en musculos y el higado. El estado de la técnica tampoco da a conocer la
forma en la que una composicion farmacéutica de hemopresina, sus agentes mimicos, derivados en fragmentos,
pueden impedir y tratar la diabetes al aumentar la sensibilidad a la insulina, reduciendo la resistencia a la insulina y,
por lo tanto, equilibrando los niveles de la glucosa en la sangre.

Se han llevado a cabo experimentos sobre modelos genéticamente obesos y en modelos con obesidad inducida por
la dieta, demostrando que una composicién farmacéutica que contiene hemopresina, un agente mimético, un
derivado o fragmento del mismo, tal como se define por las reivindicaciones puede reducir de manera efectiva, el
contenido de grasas y el peso corporal en ratas después de administracion intraperitoneal u oral actuando como
agonistas inversos o como antagonistas del receptor CB;. Se han llevado a cabo experimentos para medir sintomas
de depresion y ratas tratadas con una composicion farmacéutica de hemopresina, agentes miméticos, derivados o
fragmentos de los mismos, tal como se define en las reivindicaciones mostraban un comportamiento normal en una
prueba de estrés normalizada.

De manera adicional, una composicion farmacéutica de hemopresina, un agente mimético, derivado o fragmento del
mismo, tal como se define por las reivindicaciones se puede administrar para la prevencién y tratamiento de diabetes
al aumentar la sensibilidad a la insulina y reducir, por lo tanto la resistencia a la insulina y mejorando de manera
efectiva niveles peligrosamente altos de glucosa en la sangre. El proceso bioquimico afectado por unién agonistica o
antagonistica a CB1 pone en marcha una oxidacion incrementada de acidos grasos en el plasma sanguineo, en los
musculos y en el higado, diminuyendo la cantidad de &cidos grasos libres y, por lo tanto, reduciendo la resistencia a
la insulina. Tal como se ha mencionado anteriormente, los &cidos grasos libres compiten con la insulina e inhiben la
misma en cuanto a la estimulacion de la ingesta de glucosa, conduciendo, por lo tanto, a niveles de glucosa en la
sangre incrementados y que son una amenaza potencial para la vida. Por lo tanto, la disminucion de la cantidad de
acidos grasos libres y el aumento de la sensibilidad a la insulina es basico para la prevencion y tratamiento de la
diabetes.

Una composicién farmacéutica para el tratamiento de la obesidad que comprende la hemopresina como ingrediente
activo como el agente mimético, derivado o fragmento de la misma, tal como se define por las reivindicaciones, que
actla como antagonista o agonista inverso de un receptor de cannabinoide de tipo 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, se caracteriza por el hecho de que la administracion de dicha composicién
farmacéutica reduce el contenido de grasas del cuerpo al oxidar &cidos grasos libres en el plasma sanguineo.

Una composicién farmacéutica que comprende hemopresina como ingrediente activo, un agente mimético, derivado
o fragmento de la misma, tal como se define por las reivindicaciones, que actia como antagonista o agonista inverso
de receptores de cannabinoide de tipo 1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable se caracteriza por el hecho de
que la administracion de dicha composicion farmacéutica mejora, previene y trata la diabetes por medio de la
oxidacion de &cidos grasos libres en el plasma sanguineo.

Breve descripcién de las figuras

Se hara referencia a continuacion a las figuras adjuntas para mejor comprension de la descripcion detallada de la
invencion:

La figura 1A - muestra hemopresina como modulador péptido del receptor CBy;

La figura 1B - muestra que la hemopresina actia de manera similar al rimonabant;

La figura 2A - muestra que la hemopresina es capaz de desplazar el ligando de alta afinidad rimonabant del receptor
CBl;

La figura 2B - muestra que la hemopresina es capaz de bloquear el incremento de GTPgammaS, medido con
respecto al agonista HU-210;

La figura 2C - muestra que la hemopresina es capaz de impedir disminuciones en niveles de cAMP, segin medicion
con respecto al agonista HU-210;

La figura 2D - muestra que la hemopresina es capaz de bloquear la fosforilacién de ERK1 y ERK2, segiin medicion
con respecto al agonista HU-210;

La figura 3A - muestra que la hemopresina actlia como agonista inverso de receptores CB; al provocar disminucion
de sefializacién, segin medicion por union al ligando GTPgammas;

La figura 3B - muestra que la hemopresina actia como agonista inverso de receptores CB;, al provocar
disminuciones en la sefializacion, segun medicién de la actividad del catalizador de ciclasa adenilato;

La figura 3C muestra que la hemopresina actia como agonista inverso de receptores CB;, provocando la
disminucion en la sefializacion, segun medicién por fosforilacion de MAP quinasa;

La figura 3D muestra que la hemopresina bloguea eficazmente el crecimiento de neuritas en células neurales 2A,
segun medicion con respecto a agonistas;

La figura 4A-J muestra la inmunohistoquimica en el celebro de ratas, demostrando que la hemopresina es un
péptido que se presenta de forma natural in vivo;
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La figura 5 muestra que el tratamiento con hemopresina no provoca depresion en ratas, en comparacion con el
tratamiento con rimonabant;

La figura 6 muestra la forma en la que el tratamiento de hemopresina en modelos de obesidad inducidos por la dieta
mejora la sensibilidad a la insulina.

Descripcion detallada de la invencién

La composicién farmacéutica que se reivindica es util para el tratamiento de la obesidad y para la prevencién y
tratamiento de diabetes.

La presente invencién demuestra que la hemopresina, fragmento de alfa hemoglobina, originalmente identificado en
extractos de cerebro de rata utilizando una técnica de captacién de enzimas y definida por la secuencia de
aminoacidos PVNFKFLSH (prolina-valina-asparagina-fenilalanina-lisina-fenilalanina-leucina-serina-histidina), es un
agonista péptido inverso de receptores CB;. La estructura molecular de la hemopresina se muestra continuacion:

La identificacion de la hemopresina como péptido modulador del receptor CB; se puede apreciar en a figura 1A, en
la que se ha descubierto que, entre todos los péptidos comprobados, solamente la hemopresina ha sido capaz de
reducir el reconocimiento de un anticuerpo especifico de CB;. El estudio mostrado en la figura 1B muestra que el
incremento inducido por el agonista de CB; HU-210 en el reconocimiento del anticuerpo, se puede bloquear de
manera significativa, tanto por la hemopresina como por rimonabant, sugiriendo que la hemopresina se comporta de
manera similar a rimonabant.

A continuacion, se examind la selectividad de la hemopresina para receptores CB; utilizando anticuerpos sensibles a
las conformaciones mu y delta de receptores opioides, receptores adrenérgicos alfa-2A y beta-2, asi como
receptores de angiotensina Il de tipo 1 y 2. En la tabla siguiente es posible identificar la especificidad del péptido
hemopresina para el receptor CB;. La hemopresina actlia solamente sobre el receptor CB1, por lo que se muestra
que la hemopresina es altamente selectiva para receptores CB;. Los siguientes datos presentan el porcentaje de
actividad en comparacion con el grupo de control:

Agonista Hemopresina (HP) | Agonista y HP

CB: 130,02 +5,91 72,30 £ 3,32 102,06 +5,91
opioide mu 140,09 + 6,01 105,62 +1,09 141,09 + 6,46
opioide delta | 133,99 + 10,16 100,65 + 4,29 131,08 + 3,35
alfa-2 A 125,43 +7,34 102,72 +2,00 130,05 + 7,06
beta-2 150,44 + 3,35 103,85 + 9,29 157,40 £ 8,15
AT1 143,01 £ 4,26 109,65+ 1,31 140,01 £1,21
AT2 134,01 £2,17 99,65+4,71 137,10+£1,91

A la vista de estos resultados, se examiné si la hemopresina funcionaba desplazando el ligando de alta afinidad
rimonabant de los receptores CB;. Tal como se puede apreciar en la figura 2A, la hemopresina es capaz de
desplazar el rimonabant de los receptores CB;. Se disefid a continuacion una prueba, cuyos resultados se muestran
en la figura 2B para determinar si la hemopresina podria bloquear la sefializacién del receptor CB;. Se descubri6 que
la hemopresina es capaz de bloquear el incremento de GTPgammas, seguin medicién con respecto al agonista HU-
210 del receptor CB;. La hemopresina se descubrié que bloqueaba las diminuciones en niveles de cAMP con
eficiencia similar a las del rimonabant, segin medicién con respecto a agonistas, tal como se puede apreciar en la
figura 2C. Finalmente, se disefié una prueba para medir si la hemopresina es capaz de bloquear el incremento de
niveles de ERK1 y ERK2 fosforilados. La hemopresina se descubri6 que se comportaba de manera similar al
rimonabant en esta prueba también, tal como se muestra en la figura 2D. El andlisis comparado de las figuras 2A-2D
demuestra que la hemopresina se une a receptores CB; y se comporta de manera similar al agonista de receptor
CB; sintético rimonabant, altamente selectivo.

También se determin6 que la hemopresina no actuaba solamente como antagonista, sino también como agonista
inverso de receptores CB;. Esto fue explorado adicionalmente mediante el estudio de la unién de GTPgammas, la
actividad de adenilato ciclasa y fosforilacion de MAP quinasa. En todos los casos, fue posible observar que la
hemopresina, similar al rimonabant, provoca disminuciones en la sefializacion por debajo de los niveles basales.
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Esto se puede apreciar claramente en las figuras 3A-C. Ademas, la activacion de receptores CB;, particularmente
por el agonista HU-210 de CB;, conduce a la induccion del crecimiento de neuritas en células neurales 2A. Se
descubri6é que, igual que el rimonabant, la hemopresina bloquea de manera eficiente el crecimiento de neuritas,
segun medicion con respecto a agonistas en células neurales 2A y que la hemopresina sola es capaz de disminuir el
crecimiento basal de neuritas, tal como se puede observar en la figura 3D. Estos experimentos adicionales indican
que la hemopresina se comporta no solamente como antagonista de receptores CB; sino también como agonista
inverso de receptores CB; similar al compuesto sintético altamente selectivo rimonabant.

Ademaés del analisis antes mencionado, se llevaron a cabo estudios de union de las partes mas importantes de la
secuencia de aminoacidos de la hemopresina con respecto a los receptores CBi. Se determin6é que las dos
fenilalaninas de la secuencia de hemopresina debian tener caracteristicas de grupos hidrofébico y aromatico, y la
parte de leucina de la secuencia de hemopresina debia tener caracteristicas de grupo hidrofébico. Por lo tanto,
mimicos, fragmentos o derivados de los mismos con grupos hidrofébicos y aromaticos, la region de fenilalanina y
grupos hidrofébicos en la regién de leucina se demostré que se unian satisfactoriamente a los receptores CB;.

De manera adicional, se llevaron a cabo estudios in vivo demostrando la forma en la que la hemopresina, sus
mimicos, derivados y fragmentos, tal como se define en las reivindicaciones, se pueden utilizar para tratar la
obesidad. Los resultados de estos experimentos llegan a la conclusiéon de que la hemopresina, sus mimicos, sus
derivados y fragmentos, reducen el contenido de grasas, sin provocar sintomas de depresién. Esta es una mejora
significativa con respecto a la técnica anterior porque la técnica anterior simplemente se refiere a un tratamiento
utilizando la hemopresina para reducir la ingesta de alimentos, mientras que la presente invencién da a conocer una
composicion farmacéutica que contiene hemopresina, un mimico, derivado o fragmento de la misma, tal como se
define en las reivindicaciones para el tratamiento de la obesidad por oxidacion directa de acidos grasos en el plasma
sanguineo en musculos y en el higado, sin provocar el habitual efecto secundario de depresion.

Se llevaron a cabo experimentos demostrando que la administracion de la hemopresina o su derivado HPW?2,
teniendo la secuencia de aminoacidos PVNFKWLSH, en la que el triptéfano sustituye la fenilalanina terminal-C a
ratas macho Wistar que habian estado sometidas a una dieta ad libitom de 63 dias, una vez al dia durante tres dias
tuvo como resultado una reduccion significativa en el contenido periepididimal y visceral de grasas, en comparacion
con el grupo de control al que se administré solamente una solucién salina.

Tratamiento Peso corporal (% de Peso de tejido Peso de tejido Peso de tejido
Control) adiposo adiposo adiposo visceral (g)
periepididimal (g) retroperitoneal (g)

solucién salina 95,97+8,20 5,66+1,19 6,14+1,56 3,72+0,59
(n=6)

hemopresina (HP) 98,62+13,33 4,77+1,06 6,12+2,09 2,77+0,58
(n=8)

HPW2 (n=6) 95,47+15,44 4,01+0,33 5,37+#1,11 2,63+0,94

También se realizaron experimentos con ratas genéticamente obesas e inducidas por dieta de otras especies. Se
mantuvieron ratas macho Zucker en un ciclo de 12 horas luz/oscuridad. Las ratas fueron divididas en dos grupos,
que recibian una vez al dia, durante tres dias, administracion o bien intraperitoneal de 50 microgramos/Kg de peso
corporal o solucion salina HPW2. Después de tres dias de administracion, la administracion intraperitoneal de HPW2
tuvo como resultado una reduccién significativa del contenido retroperitoneal de grasa.

A continuacion, la administracion oral de hemopresina y HPW2 se demostré que reducia significativamente el peso
corporal total y periepididimal, pero no el contenido visceral de grasa. El contenido retroperitoneal de grasa se redujo
significativamente solamente por hemopresina. La administracion oral de rimonabant tuvo efectos similares en la
reduccion del contenido de grasa. Inversamente, la administracion oral del péptido no cannabinoide
VDPENFRLLGNM no tuvo efectos en el contenido de grasas de ratas.

Tratamiento Peso corporal (% Peso de tejido Peso de tejido Peso de tejido
de Control) adiposo adiposo adiposo visceral (g)
periepididimal (g) retroperitoneal (g)
solucién salina (n=6) 95,97+8,20 5,66+1,19 6,14+1,56 3,72+0,59
hemopresina (HP) 98,62+13,33 4,77+1,06 6,12+2,09 2,77+0,58
(n=8)
HPW2 (n=6) 95,47+15,44 4,01+0,33 5,37#1,11 2,63+0,94
rimonabant (n=10) 98,92+0,95 5,57+1,03 6,89+1,31 3,9140,78
péptido no 100,65+8,07 9,3840,95 8,80+1,15 4,81+1,25
cannabinoide (n=8)

A efectos de asegurar que la hemopresina, sus mimicos, fragmentos o derivados no tendran efectos secundarios no
deseados tales como el rimonabant, se llevaron a cabo estudios para ayudar a determinar si la hemopresina existe
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como péptido in vivo. Se llevé a cabo un analisis espectrométrico en las fracciones de masa de cerebro de rata,
obtenido por microondas para minimizar la protedlisis post-mortem no especifica. Fue posible identificar a partir de
este experimento tres nuevos péptidos que contenian hemopresina: VDPVNFKFLSH, RVDPVNFKFLSH, y
RVDPVNFKFL. La inmunohistoquimica en cerebros de ratas sugiri6 que la hemopresina se puede presentar
también de manera natural en las neuronas de diferentes areas de los cerebros de ratas. Estos estudios adicionales
demostraron que, péptidos conteniendo la secuencia de aminoacidos de la hemopresina, se generan ciertamente in
vivo. Ver figura 4A-J.

En realidad, mientras que el rimonabant provocé la depresion esperada de los animales durante las pruebas, los
animales que recibian 1 mg/kg de hemopresina no mostraron estos sintomas observados mediante una prueba
estandar de natacion. Ver los resultados mostrados en la figura 5.

Por lo tanto, esta invencion demuestra que la hemopresina, sus mimicos, derivados y fragmentos, tal como se
definen en las reivindicaciones, pueden reducir de manera efectiva el contenido de grasas sin provocar depresion en
dos modelos distintivos de animales.

Finalmente, se ha demostrado que la administracion de hemopresina, un mimico, derivado o fragmento de la misma,
tal como se define por las reivindicaciones, mejora la sensibilidad a la insulina y se puede utilizar, por lo tanto, para
la prevencién y tratamiento de diabetes.

Se comprende de manera general que los individuos obesos tienen una mayor predisposicion a sufrir diabetes. Este
desorden se caracteriza por un alto contenido de glucosa en la sangre en el contexto de resistencia a la insulina 'y
relativa deficiencia de insulina. La resistencia a la insulina es un estado fisiolégico en el que la hormona natural,
insulina, pasa a ser menos eficaz en reducir los contenidos de azucar en la sangre. El incremento resultante en
glucosa de la sangre puede aumentar los niveles fuera del rango normal y provocar efectos adversos en la salud.
Ciertos tipos de células, particularmente células de grasa, requieren insulina para adsorber glucosa. Cuando estas
células no responden adecuadamente a la insulina circulante, los niveles de glucosa en la sangre aumentan.

La resistencia a la insulina en células de grasa reduce los efectos normales de la insulina en los lipidos y resulta en
una ingesta reducida de lipidos circulantes. La movilizacion incrementada de los lipidos almacenados eleva los
acidos grasos libres en el plasma sanguineo. Las concentraciones elevadas de &cidos grasos en la sangre
contribuyen a niveles elevados de glucosa en la sangre.

La hemopresina, ademés de tratar la obesidad, puede ser utilizada en el tratamiento profilactico de diabetes al
incrementar la sensibilidad a la insulina, disminuyendo con ello la resistencia a la insulina por oxidacién de los acidos
grasos en el plasma sanguineo de musculos y del higado. Esto ha sido demostrado en un experimento en ratas
obesas inducidas por dieta que fueron tratadas con una solucion salina, 50 microgramos/kg de hemopresina, HPW?2,
rimonabant, y 1 mg/kg de hemopresina. El tratamiento de ratas con obesidad inducida por la dieta con hemopresina
mejoro significativamente la sensibilidad a la insulina, asi como al derivado HPW2. El tratamiento con el antagonista
sintético rimonabant y la solucion de control salina estandar no produjo resultados similares. Ver figura 6.

En conclusion, la presente invencion demuestra que la administracion sistémica o local de hemopresina, sus
mimicos, derivados o fragmentos de la misma, tal como se definen en las reivindicaciones, forman un potente
candidato para una nueva terapia para el tratamiento de la obesidad al reducir directamente el contenido corporal de
grasas, sin los efectos colaterales habituales de depresion. Ademas, la invencidn sugiere que este tratamiento
podria reducir también el riesgo de diabetes y tratar pacientes que sufren de diabetes al incrementar la sensibilidad a
la insulina, y reduciendo de manera efectiva las concentraciones de glucosa en la sangre.
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REIVINDICACIONES
1. Composicion farmacéutica para su utilizacién en el tratamiento de un sujeto afectado de obesidad, diabetes o
afectado de un estado caracterizado por baja sensibilidad a la insulina o resistencia incrementada a la insulina, que
comprende como ingrediente activo hemopresina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para obtener la
reduccion de grasas del cuerpo.

2. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun la reivindicacion 1, para obtener la reduccion de grasas
corporales en tejidos adiposos retroperitoneales, periepididimales y viscerales.

3. Composicion farmacéutica para su utilizacién, segun la reivindicacion 1 6 la reivindicacion 2, para obtener una
mayor sensibilidad a la insulina.

4. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
ingrediente activo comprende la siguiente secuencia de aminoéacidos:

ID SEC NO 1: Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu-Ser-His

5. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
ingrediente activo comprende la siguiente secuencia de aminoéacidos:

ID SEC NO 2: Val-Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu-Ser-His

6. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
ingrediente activo comprende la siguiente secuencia de aminoéacidos:

ID SEC NO 3: Arg-Val-Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu-Ser-His

7. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
ingrediente activo comprende la siguiente secuencia de aminoéacidos:

ID SEC NO 4: Arg-Val-Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu

8. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
ingrediente activo comprende la siguiente secuencia de aminoéacidos:

ID SEC NO 5: Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Trp-Leu-Ser-His

9. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para administracion
intraperitoneal, intratecal, u oral.

10. Composicion farmacéutica para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 9,
preparada para administracion de hemopresina con una dosis comprendida entre 0,05 microgramos por kilo de peso
corporal hasta 1 miligramo por kilo de peso corporal, preferentemente de 0,05 microgramos por kilo de peso corporal
a 50 microgramos por kilo de peso corporal.

11. Composicién farmacéutica para su utilizacion, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 10, en el
que el vehiculo farmacéuticamente aceptable es una solucion estéril iso-osmética, que tiene opcionalmente una
presién iso-osmatica isotonica con sangre.

12. Utilizacién de hemopresina, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, para preparar una composicion
farmacéutica para su utilizacién en el tratamiento de la obesidad.

13. Utilizacién de hemopresina, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, para preparar una composicion
farmacéutica para su utilizacion en el tratamiento de diabetes.

14. Utilizacién de hemopresina, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, para preparar una composicion
farmacéutica para incrementar la sensibilidad a la insulina.
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