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DESCRIPCION
Glucoproteinas que tienen propiedades de movilizacién de lipidos y usos terapéuticos de las mismas
Antecedentes de lainvencion

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de la medicina y del tratamiento de la hiperglucemia y la
obesidad, mas particularmente a composiciones y procedimientos para mejorar los sintomas asociados con la
hiperglucemia.

Informacion basica

La diabetes se caracteriza por una alteracion del metabolismo de la glucosa que se manifiesta entre otras cosas por
un nivel de glucosa elevado en el paciente diabético. Los defectos subyacentes conducen a una clasificacion de la
diabetes en dos grupos principales. La diabetes de tipo 1, o diabetes mellitus insulino dependiente (DMID), surge
cuando los pacientes carecen de células beta productoras de insulina en las glandulas pancreaticas. La diabetes de
tipo 2, o diabetes mellitus no insulino dependiente (DMNID), se produce en pacientes con la funcion de las células
beta alterada y alteraciones de la accién de la insulina.

La diabetes tanto de tipo 1 como de tipo 2 esta asociada con pérdida de masa muscular esquelética, que se ha
atribuido a un incremento de la degradacién de las proteinas miofibrilares, por un incremento de la actividad de la
ruta de la ubiquitina-proteasoma. Aunque este es un tipo prevalente en la diabetes de tipo 1, solo se explica
parcialmente por la privacion de insulina y en estudios experimentales en ratones db/db se muestra que la
resistencia a la insulina produce emaciacion muscular.

La pérdida de musculo esquelético se produce en los modelos de diabetes hipoinsulinémica grave (inducida por
estreptozocina) y muy resistente a insulina (ob/ob) en ratones. La pérdida de proteina muscular en diabetes se
asocia tanto con una depresién de sintesis de proteinas como con un incremento en la degradacion proteica en el
musculo esquelético. El incremento en la degradacion proteica esta asociado con un aumento de la actividad de la
caspasa 3 y del proteasoma.

La obesidad esta asociada con la resistencia a la insulina y con la diabetes de tipo 2. En los adipocitos se observa
una alteraciéon de la lipdlisis inducida por catecolaminas y la reduccion de la expresion de la lipasa sensible a
hormonas (HSL) en la obesidad, que se ha sugerido que contribuyen al desarrollo, o mantenimiento, de las reservas
tisulares adiposas incrementadas. Por el contrario los adipocitos de los sujetos caquéxicos muestran un incremento
de dos o tres veces la respuesta lipolitica con un incremento de la expresion de la HSL.

La Zinc-az-glucoproteina (ZAG) se ha identificado como un factor movilizador de lipidos (FML) con el potencial de
inducir pérdida de grasa en la caquexia por cancer. Se ha demostrado que la ZAG induce lipdlisis en los adipocitos
blancos mediante la interaccién con el receptor f3-adrenérgico, mientras que, in vivo, aumento la expresion de la
proteina 1 de desacoplamiento (UCP-1) en el tejido adiposo marrén (TAM) e indujo pérdida de grasa corporal.
Ademas de algunos tumores, el tejido adiposo blanco (TAB) y el TAM también producen ZAG y su expresion esta
regulada por incremento en la caquexia. Por el contrario la expresion de ZAG en el tejido adiposo de los seres
humanos obesos fue unicamente el 30% de la que se encuentra en los sujetos no obesos. Esto sugiere que la
pérdida de expresion de ZAG en el TAB podria constituir algunas de las caracteristicas de la obesidad. Ciertamente,
la inactivacion de ambos alelos de la ZAG en ratones condujo a un incremento del peso corporal que fue mas
pronunciado cuando los animales recibieron una dieta rica en grasas. La respuesta lipolitica a varios agentes
disminuyé significativamente en los adipocitos de animales deficientes en ZAG.

Hasta la fecha todos los estudios sobre el efecto movilizador de lipidos de ZAG se han llevado a cabo en ratones,
usando ZAG humana, aunque la identidad de la secuencia de aminoacidos de ZAG entre el raton y el ser humano es
de unicamente un 58,6 %. Dado que la homologia de secuencia entre ratas y ratones es del 88,5 %, esto sugiere
que si la ZAG humana se une al receptor del raton, también debe ser eficaz en la rata. En el estudio actual se
investiga el efecto antiobesidad de la ZAG humana en ratas Wistar macho maduras.

El documento US 6890899 divulga que un polipéptido denominado factor movilizador de lipidos reduce los niveles
de glucosa en sangre en un modelo animal in vivo.

El documento WO 03/050281 divulga que se puede usar la proteina de interaccion Genset ZAG para disminuir los
niveles de glucosa en sangre.
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Sumario de lainvencién

La presente invencion esta basada en el hallazgo de que la Zn-az-glucoproteina (ZAG) tiene un efecto sobre el peso
corporal y la respuesta a la insulina en ratones hiperglucémicos obesos adultos (ob/ob) y en ratas Wistar maduras,
como modelos de la diabetes de tipo 2. Dicho hallazgo es util en procedimientos para mejorar los sintomas
asociados con la hiperglucemia.

Por tanto la presente invencion se refiere a un polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N.°: 1
para uso en la mejora de los sintomas de hiperglucemia administrando al sujeto una dosificacién terapéuticamente
eficaz durante un periodo de 21 dias o mayor, en el que existe una mejora continua de los sintomas de
hiperglucemia durante el curso del tratamiento.

De acuerdo con lo anterior, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de mejora de los sintomas de
hiperglucemia en un sujeto. El procedimiento incluye administrar al sujeto que necesite dicho tratamiento una
dosificacion terapéuticamente eficaz de un polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N.° 1
durante un periodo de aproximadamente 21 dias o mayor, lo que tiene como resultado una mejora de los sintomas
asociados con la hiperglucemia tras el tratamiento. El polipéptido se puede administrar dos veces al dia. El
polipéptido se puede administrar por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal u oral. El polipéptido se puede
administrar en combinacidén con uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste en un antagonista del
receptor p3-adrenérgico (f3-AR) y un agonista de 3. En una opcion, el antagonista de B3-AR es SR59230A. En otra
opcion, el agonista de 3 es AMNI-BRL37344 (BRL37344). En otra opcion, el polipéptido esté glucosilado.

La mejora de los sintomas asociada con la hiperglucemia incluye, pero no esta limitada a, una disminucién de los
niveles de glucosa en suero, una disminucion de los niveles de triglicéridos en suero, una disminucion de los niveles
de insulina en suero y una disminucion de los niveles de acidos grasos no esterificados en suero, en comparacion
con los niveles en suero antes del tratamiento. En una realizacién, la mejora de los sintomas incluye un incremento
de la temperatura corporal de aproximadamente 0,4 a 1 °C en un plazo de 1 dia desde el inicio del tratamiento, en
comparacién con la temperatura corporal antes del tratamiento. En otra realizacion, la mejora de los sintomas
incluye una disminucioén de los niveles de insulina en plasma en un plazo de 3 dias desde el inicio del tratamiento, en
comparaciéon con los niveles de insulina en plasma antes del tratamiento. Los niveles de insulina y/o glucosa y
triglicéridos en plasma se pueden disminuir tanto como un 36 % en comparacion con los niveles de insulina y/o
glucosa vy triglicéridos en plasma antes del tratamiento. En otra realizacion, la mejora de los sintomas comprende la
normalizacion de los niveles de glucosa en sangre y la secrecién de la insulina en respuesta a la glucosa
intravenosa (2 g/kg) en un plazo de 3 dias desde el inicio del tratamiento. En otra realizacién, la mejora de los
sintomas comprende un incremento de los niveles de insulina pancreatica, en comparaciéon con los niveles de
insulina pancreatica antes del tratamiento. En aun otra realizacion, la mejora de los sintomas comprende un
incremento de la expresién de la proteina 1 de desacoplamiento (UCP-1) y la proteina 3 de desacoplamiento (UCP3)
en el tejido adiposo marrén, en comparacion con la expresion de UCP1 y UCP3 antes del tratamiento. En otra
realizacién, la mejora de los sintomas comprende un incremento de la expresion de la UCP3 en el musculo
esquelético, en comparacion con la expresion de UCP3 antes del tratamiento. En otra realizacién, el polipéptido esta
glucosilado.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un procedimiento de disminucién de los niveles de insulina en
plasma en un sujeto. El procedimiento incluye administrar al sujeto una dosificaciéon terapéuticamente eficaz de un
polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N.°: 1. La disminucién de los niveles de insulina en
plasma se puede producir en un plazo de 3 dias desde la administracion del polipéptido. En otra opcién, el
polipéptido se administra en combinacién con uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste en un
antagonista del receptor B3-adrenérgico (B3-AR) y un agonista de 3. En una opcion, el antagonista de B3-AR es
SR59230A. En otra opcién, el agonista de B3 es AMNI-BRL37344 (BRL37344). En otra opcidn, el polipéptido esta
glucosilado.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un procedimiento de aumento de la masa muscular esquelética
en un sujeto. El procedimiento incluye administrar al sujeto un polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en
la SEC ID N.°: 1. En una realizacion, el musculo esquelético es un musculo gastrocnemio o un musculo séleo. En
otra opcion el polipéptido se administra en combinaciéon con uno o mas agentes seleccionados del grupo que
consiste en un antagonista del receptor B3-adrenérgico (B3-AR) y un agonista de 3. En una opcidn, el antagonista
de B3-AR es SR59230A. En ofra opcion, el agonista de B3 es AMNI-BRL37344 (BRL37344). En otra opcion, el
polipéptido esta glucosilado.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de tratamiento de un sujeto para producir una
reduccion del peso o una reduccion de la obesidad. El procedimiento incluye administrar al sujeto que necesite dicho
tratamiento una dosificacion terapéuticamente eficaz de un polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la
SEC ID N.°: 1 en combinacién con uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste en un antagonista del
receptor B3-adrenérgico (B3-AR) y un agonista de B3. En una forma, el antagonista de B3-AR es SR59230A. En otra
opcidn, el agonista de B3 es AMNI-BRL37344 (BRL37344). En otra forma, el polipéptido esta glucosilado.
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En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de tratamiento de un sujeto para producir una
reduccion del peso o una reduccion de la obesidad. El procedimiento incluye administrar al sujeto que necesite dicho
tratamiento una dosificacion terapéuticamente eficaz de un polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la
SEC ID N.° 1 en combinaciéon con uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste en un antagonista del
receptor B3-adrenérgico (f3-AR) y un agonista de 3. En una forma el antagonista de B3-AR es SR59230A. En otra
forma el agonista de f3 es AMNI-BRL37344 (BRL37344). En otra forma, el polipéptido esta glucosilado.

En otro aspecto, la presente divulgacién de invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
polipéptido que tiene la secuencia como se muestra en la SEC ID N.°: 1 y un agente seleccionado del grupo que
consiste en un antagonista del receptor f3-adrenérgico (B3-AR) y un agonista de 3. En una forma, el antagonista de
B3-AR es SR59230A. En otra opcion, el agonista de B3 es AMNI-BRL37344 (BRL37344). En otra forma, el
polipéptido esta glucosilado.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A es un diagrama ilustrado que muestra la caracterizacion de ZAG y su efecto sobre la lipdlisis y el peso
corporal de los ratones ob/ob. Tincién de Coomassie tras una SDS-PAGE al 12 % que muestra las proteinas totales
en medio celular 293 y se purific6 ZAG como se ha descrito.

La Figura 1B es un diagrama ilustrado que muestra los resultados de una transferencia de tipo Western que muestra
la expresion de ZAG en medio de cultivo y ZAG purificada.

La Figura 1C es un diagrama grafico que muestra los niveles de ARNm de ZAG en el tejido adiposo y el tejido
hepatico en ratones MAC16 que sufren pérdida de peso. *P<0,01.

La Figura 1D es un diagrama grafico que muestra los resultados de la lipdlisis en adipocitos epididimarios de ratones
no obesos (m) y ob/ob (o) en respuesta a la isoprelina (Iso) y ZAG. Las diferencias con respecto a ratones no obesos
se muestran como *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001.

La Figura 1E es un diagrama grafico que muestra los resultados de la lipdlisis en adipocitos de depdsitos
epididimarios (ep), subcutaneos (sc) y viscerales (vis) de ratones obesos (ob/ob) y no obesos (no ob) sin tratamiento
(m), isoprenalina (10 uM) (o) o ZAG (0,46 uM) (). Las diferencias con los adipocitos epididimarios se muestran como
** p<0,01.

La Figura 1F es un diagrama grafico que muestra el efecto de ZAG (m) sobre el peso corporal de ratones ob/ob en
comparacion con PBS (¢) como se ha descrito en los procedimientos. Las diferencias en el peso desde el tiempo
cero y los controles de PBS se muestran como ***p<0,001.

La Figura 1G es un diagrama grafico que muestra el efecto de ZAG (o) sobre la temperatura corporal de los ratones
mostrada en e en comparacién con los controles PBS (m). Las diferencias con respecto a los controles se muestran
como ***p<0,001.

La Figura 2A es un diagrama grafico que muestra tolerancia a la glucosa, captacién de glucosa en adipocitos y el
musculo gastrocnemio de ratones ob/ob tratados con ZAG. Los niveles de glucosa en plasma de ratones ob/ob en
estado alimentado tratados con ZAG (m) o PBS (¢) durante 3 dias tras la administracion i.v. de glucosa (2 g/kg).
p<0,001 de PBS. Las muestras de sangre se extrajeron de la vena de la cola a intervalos tras la administracion de la
glucosa y se usaron para la medicién de glucosa e insulina.

La Figura 2B es un diagrama grafico que muestra los niveles de insulina en plasma en ratones ob/ob tratados con
ZAG tras la administracion oral de glucosa (1 g/kg). p<0,001 con respecto al PBS.

La Figura 2C es un diagrama grafico que muestra la captacion de glucosa en adipocitos epididimarios (ep.), visceral
(vis) y subcutaneos (s.c.) de ratones ob/ob tratados con ZAG durante 5 dias en presencia de insulina 0 (m), 1 (o) 0
10 nM (). Las diferencias en la presencia de ZAG se indican como ***p<0,001.

La Figura 2D es un diagrama grafico que muestra la captacion de 2-desoxi-D-glucosa en el musculo gastrocnemio
de ratones ob/ob tratados con ZAG o PBS durante 5 dias en ausencia o presencia de insulina (100 nM). Las
diferencias en presencia de insulina se muestran como *p<0,05 o **p<0,01, aunque las diferencias en la presencia
de ZAG se muestran como ***p<0,001.

La Figura 2E es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacion de proteinas
en el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo
musculo esquelético y se realizé transferencia de tipo Western para determinar la expresion de GLUT4.
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La Figura 3A es un diagrama grafico que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacion de proteinas en
el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo musculo
esquelético y se usd para la medicidon de la sintesis de proteinas. Las diferencias con respecto a los controles de
PBS o los animales no obesos se muestran como ***p<0,001.

La Figura 3B es un diagrama grafico que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacién de proteinas en
el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo musculo
esquelético y se us6 para la medicion de la degradacién de proteinas. Las diferencias con respecto a los controles
de PBS o los animales no obesos se muestran como ***p<0,001.

La Figura 3C es un diagrama grafico que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacion de proteinas en
el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo musculo
esquelético y se usoé para la medicién de la actividad enzimatica de tipo quimotripsina. Las diferencias con respecto
a los controles de PBS o los animales no obesos se muestran como ***p<0,001.

La Figura 3D es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacion de proteinas
en el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo
musculo esquelético y se realiz6 transferencia de tipo Western para determinar la expresion de las subunidades a
del proteasoma 20S.

La Figura 3E es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacion de proteinas
en el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo
musculo esquelético y se realizé transferencia de tipo Western para determinar la expresion de p42.

La Figura 3F es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacién de proteinas
en el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo
musculo esquelético y se realizo transferencia de tipo Western para determinar la expresion de miosina.

La Figura 3G es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre la sintesis y degradacion de proteinas
en el musculo esquelético de ratones ob/ob. Tras el tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias se extrajo
musculo esquelético y se realizé transferencia de tipo Western para determinar la expresion de actina.

La Figura 4A es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre las rutas de sefalizacion catabdlica en
el musculo esquelético mediante transferencia de tipo Western de fosfo PKR en el musculo gastrocnemio de ratones
ob/ob tras el tratamiento bien con PBS o bien con ZAG 5 dias. Las formas totales de las proteinas sirven como
controles de carga. Las diferencias con respecto a los controles de PBS se muestran como ***p<0,001, mientras que
las diferencias con respecto a los ratones no obesos se muestran como # p<0,001.

La Figura 4B es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre las rutas de sefializacion catabdlica en
el muasculo esquelético mediante transferencia de tipo Western de fosfo elF2a en el musculo gastrocnemio de
ratones ob/ob tras el tratamiento bien con PBS o bien con ZAG durante 5 dias. Las formas totales de las proteinas
sirven como controles de carga. Las diferencias con respecto a los controles de PBS se muestran como ***p<0,001
mientras que las diferencias con respecto a los ratones no obesos se muestran como # p<0,001.

La Figura 4C es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre las rutas de sefalizacién catabdlica en
el musculo esquelético mediante transferencia de tipo Western de fosfo PLA, en el musculo gastrocnemio de ratones
ob/ob tras el tratamiento bien con PBS o bien con ZAG durante 5 dias. Las formas totales de las proteinas sirven
como controles de carga. Las diferencias con respecto a los controles de PBS se muestran como ***p<0,001,
mientras que las diferencias con respecto a los ratones no obesos se muestran como # p<0,001.

La Figura 4D es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre las rutas de sefalizacion catabdlica en
el musculo esquelético mediante transferencia de tipo Western de fosfo p38MAPK en el musculo gastrocnemio de
ratones ob/ob tras el tratamiento bien con PBS o bien con ZAG durante 5 dias. Las formas totales de las proteinas
sirven como controles de carga. Las diferencias con respecto a los controles de PBS se muestran como ***p<0,001,
mientras que las diferencias con respecto a los ratones no obesos se muestran como # p<0,001.

La Figura 4E es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto de ZAG sobre las rutas de sefalizacién catabdlica en
el musculo esquelético mediante la actividad de la caspasa-3 (m) y la caspasa-8 (o) en el musculo gastrocnemio de
ratones ob/ob tras el tratamiento con PBS o ZAG durante 5 dias.

La Figura 5A es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de HSL y de ATGL en respuesta a ZAG. Las
transferencias de tipo Western muestran la expresion de fosfo HSL en adipocitos de ratones no obesos 3 horas
después sin tratamiento (Con) o con tratamiento con isoprenalina (10 uM) o ZAG (0,46 uM) solos o en presencia de
PD98059 (25 uM) tras 5 dias de tratamiento con ZAG.
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La Figura 5B es un diagrama ilustrativo que muestra la expresién de HSL mediante inmunotransferencia en
adipocitos epididimarios (ep) tras 5 dias de tratamiento con ZAG.

La Figura 5C es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de HSL mediante inmunotransferencia en
adipocitos subcutaneos (sc) tras 5 dias de tratamiento con ZAG.

La Figura 5D es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de HSL mediante inmunotransferencia en
adipocitos viscerales (vis) tras 5 dias de tratamiento con ZAG.

La Figura 5E es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de ATGL en adipocitos epididimarios tras 5 dias de
tratamiento con ZAG.

La Figura 5F es un diagrama ilustrativo que muestra la expresién de ATGL en adipocitos subcutaneos tras 5 dias de
tratamiento con ZAG.

La Figura 5G es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de ATGL en adipocitos viscerales tras 5 dias de
tratamiento con ZAG.

La Figura 5H es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de ERK en adipocitos epididimarios tras 5 dias de
tratamiento con ZAG.

La Figura 5l es un diagrama ilustrativo que muestra la expresién de ERK en adipocitos subcutaneos tras 5 dias de
tratamiento con ZAG.

La Figura 5J es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de ERK en adipocitos viscerales tras 5 dias de
tratamiento con ZAG.

La Figura 5K es un diagrama grafico que muestra la respuesta de los adipocitos de depésitos epididimarios (ep),
subcutaneos (sc) y viscerales (vis) de ratones ob/ob tratados con PBS o ZAG durante 5 dias al efecto lipolitico de
BRL37344. Las diferencias de los controles de PBS se indican como ***p<0,01, mientras las diferencias en
presencia de PD98059 se muestran como # p<0,001.

La Figura 6A es un diagrama ilustrativo que muestra el efecto del tratamiento de los ratones ob/ob durante 5 dias
con ZAG sobre la expresion de ZAG y HSL en TAB, UCP1 y UCP3 en TAM y UCP3 en el musculo gastrocnemio.
Transferencia de tipo Western que muestra la expresion de ZAG en adipocitos ep, sc y vis. El dia 0 representa el dia
que se extrajeron los adipocitos de los ratones.

La Figura 6B es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de ZAG en adipocitos epididimarios suspendidos
en medio RMPI como se describe en los procedimientos. Las muestras se sacaron a intervalos diarios y se realizé
transferencia de tipo Western para la expresion de ZAG. El dia 0 representa el dia que se extrajeron los adipocitos
de los ratones.

La Figura 6C es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de HSL en adipocitos epididimarios suspendidos
en medio RMPI como se describe en los procedimientos. Las muestras se sacaron a intervalos diarios y se realizé
transferencia de tipo Western para la expresion de HSL. El dia O representa el dia que se extrajeron los adipocitos
de los ratones.

La Figura 6D es un diagrama ilustrativo que muestra la expresién de UCP1 en TAM extraido de ratones. Las
diferencias con respecto a los ratones tratados con PBS se muestran como ***p<0,001.

La Figura 6E es un diagrama ilustrativo que muestra la expresion de UCP3 en TAM extraido de ratones. Las
diferencias con respecto a los ratones tratados con PBS se muestran como ***p<0,001.

La Figura 6F es un diagrama ilustrativo que muestra la expresién de UCP3 en musculo gastrocnemio extraido de
ratones. Las diferencias con respecto a los ratones tratados con PBS se muestran como ***p<0,001.

La Figura 7A es un diagrama grafico que muestra la pérdida de peso de los ratones ob/ob durante el estudio de 21
dias. Se inyect6 ZAG los dias 1, 4, 5, 8, 13, 16, 18 y 19; se inyectdé PBS en los mismos puntos de tiempo.

La Figura 7B es un diagrama grafico que muestra el cambio de peso (g) de los ratones ob/ob (peso 80-90 g) durante
el tratamiento con ZAG.

La Figura 7C es un diagrama grafico que muestra el incremento de la temperatura corporal de los ratones ob/ob
durante el estudio de 21 dias. Se inyectdé ZAG los dias 1, 4, 5, 8, 13, 16, 18 y 19; se inyecté PBS en los mismos
puntos de tiempo.
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La Figura 8A es un diagrama grafico que muestra la disminucion progresiva de la excrecion de glucosa en orina
durante los primeros 5 dias de tratamiento.

La Figura 8B es un diagrama grafico que muestra la disminucion progresiva de la excrecidon de glucosa en orina
durante el estudio de 21 dias.

La Figura 9 es un diagrama grafico que muestra la liberacion de glicerol estimulada por adipocitos aislados con
isoprenalina (iso) que se han cultivado durante hasta 5 dias de ratones ob tratados con y sin ZAG.

La Figura 10 es un diagrama ilustrativo que muestra la secuencia completa de aminoacidos (SEC ID N.°: 1) de la Zn-
az-glucoproteina en plasma humana, tal como publica T. Araki et al. (1988) "Complete amino acid sequence of
human plasma Zn-a»-glycoprotein and its homology to histocompatibility antigens."

La Figura 11 es un diagrama grafico que muestra la actividad lipolitica de ZAG humana en adipocitos epididimarios
aislados de rata en comparacion con isoprenalina (10 uM) en ausencia o presencia de SR59230A (10 uM) o
anticuerpos anti-ZAG (1:1000) (IgG). Cada valor es un promedio de 5 estudios distintos. Las diferencias con
respecto al control se muestran como b, p<0,01 o ¢, p<0,001, mientras que las diferencias con respecto a ZAG solo
se indican como e, p<0,01 o f, p<0,001.

La Figura 12A es un diagrama grafico que muestra el efecto de la administracién i.v. diaria de ZAG ((50 ug/100 g
p.c.) en 100 ul PBS (m) o PBS solo (¢) sobre el peso corporal de ratas Wistar macho en un periodo de 10 dias. El
protocolo para el experimento se proporciona en la seccion de procedimientos.

La Figura 12B es un diagrama grafico que muestra la temperatura corporal de ratas macho Wistar a las que se ha
administrado ZAG (m) o PBS (¢) como se describe en la Figura 12A.

La Figura 12C es un diagrama grafico que muestra la captacion de 2-desoxi-D-glucosa en adipocitos epididimarios
de ratas Wistar macho tras 10 dias de tratamiento bien con ZAG (recuadros vacios) o bien con PBS (recuadros
rellenos) durante 10 dias, como se muestra en la Figura 12A, en ausencia o presencia de insulina (60 pU/ml).

La Figura 12D es un diagrama grafico que muestra la captacion de la glucosa en el musculo gastrocnemio en TAM
de ratas Wistar macho tras 10 dias de tratamiento bien con ZAG o bien con PBS, en ausencia o presencia de
insulina (60 pU/ml). Las diferencias entre animales tratados con ZAG y con PBS se muestran como a, p<0,05, b,
p<0,01 o c, p<0,001, mientras que las diferencias en presencia de insulina se muestran como o f, p<0,001.

La Figura 12E es un diagrama grafico que muestra el Rg tisular en ratones ob/ob a los que se ha administrado ZAG.
¢, p<0,001 con respecto a PBS.

Las Figuras 13A-13C son diagramas ilustrativos de transferencias de tipo Western que muestran la expresion de
GLUT4 en TAM (Figura 13A) y TAB (Figura 13B) en el musculo gastrocnemio (Figura 13C) de ratas Wistar macho
tratadas bien con PBS o bien con ZAG durante 10 dias como se muestra en la Figura 12. Las diferencias entre los
animales tratados con ZAG y PBS se muestran como c, p<0,001.

Las Figuras 14A y 14B son diagramas ilustrativos de transferencias de tipo Western que muestran la expresion de
UCP1 y UCP3 en TAM (Figura 14A) y TAB (Figura 14B) de ratas Wistar macho tratadas bien con PBS o bien con
ZAG durante 10 dias como se muestra en la Figura 12. Las diferencias entre los animales tratados con ZAG y PBS
se muestran como ¢, p<0,001.

Las Figuras 15A y 15B son diagramas ilustrativos de transferencias de tipo Western que muestran la expresion de
ATGL (Figura 15A) y HSL (Figura 15B) en tejido adiposo epididimario de ratas Wistar macho tratadas bien con PBS
o bien con ZAG durante 10 dias como se muestra en la Figura 12. Las diferencias entre los animales tratados con
ZAG y PBS se muestran como c, p<0,001.

Las Figuras 16A-16C son diagramas ilustrativos de transferencias de tipo Western que muestran la expresion de
ZAG en el musculo gastrocnemio (Figura 16A), TAB (Figura 16B) y TAM (Figura 16C). Los tejidos se escindieron de
ratas Wistar macho tratadas bien con PBS o bien con ZAG durante 10 dias como se muestra en la Figura 12. Las
diferencias entre los animales tratados con ZAG y PBS se muestran como p<0,001.

Las Figuras 17A y 17B son diagramas ilustrativos de transferencias de tipo Western que muestran la expresion de
formas fosforiladas y totales de PKR (Figura 17A) y elF2a (Figura 17B) en el musculo gastrocnemio de ratas Wistar
tratadas bien con PBS o bien con ZAG durante 10 dias como se muestra en la Figura 12. El analisis densitométrico
es la proporcion entre fosforo y las formas totales, expresada como un porcentaje del valor para las ratas tratadas
con PBS.
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Las Figuras 18A y 18B son un diagrama grafico que muestra la liberacion de fenilalanina (Figura 18A) y la sintesis
de proteinas (Figura 18B) en miotubos C2C12 tratados con o sin ZAG durante 4 horas en presencia de varias
concentraciones de glucosa. Estadisticamente significativo ¢, P<0,001 con respecto al control; f, P<0,001 de la
glucosa sola.

La Figura 19 es un diagrama grafico que muestra la liberacién de fenilalanina en miotubos C2C12 tratados con y sin
ZAG en presencia de varias concentraciones de glucosa y con y sin SR59230A. Estadisticamente significativo b,
P<0,01 y ¢, P<0,001 con respecto al control; e, P<0,05 y f, P<0,001 con respecto a la glucosa sola.

La Figura 20 es un diagrama grafico que muestra la sintesis de proteinas en miotubos C2C12 tratados con y sin
ZAG en presencia de varias concentraciones de glucosa y con y sin SR59230A. Estadisticamente significativo b,
P<0,01 y ¢, P<0,001 con respecto al control; e, P<0,05 y f, P<0,001 con respecto a la glucosa sola. I, P<0,001 con
respecto a glucosa+SR.

La Figura 21 es un diagrama grafico que muestra la actividad de ROS en miotubos C2C12 tratados con varias
concentraciones de glucosa con y sin ZAG. Estadisticamente significativo ¢, P<0,001 con respecto al control; f,
P<0,001 de la glucosa sola.

La Figura 22A es un diagrama ilustrativo de una transferencia de tipo Western que muestra PKR en miotubos C2C12
con glucosa con y sin ZAG. Estadisticamente significativo ¢, P<0,001 con respecto al control; f, P<0,001 de la
glucosa sola.

La Figura 22B es un diagrama ilustrativo de una transferencia de tipo Western que muestra elF2a en miotubos
C2C12 con glucosa con y sin ZAG. Estadisticamente significativo ¢, P<0,001 con respecto al control; f, P<0,001 de
la glucosa sola.

Las Figuras 23A y 23B son diagramas graficos que muestran los resultados de una prueba de tolerancia a la insulina
en ratones ob/ob tratados con y sin ZAG. Estadisticamente significativo, b, P<0,05 y ¢, P<0,001 con respecto a ZAG.

La Figura 24 es un diagrama grafico que muestra la oxidacion de D-[U-"“C glucosa] en "CO, en ratones ob/ob.
La Figura 25 es un diagrama grafico que muestra la produccion de 4CO, de [14C carboxi] trioleina en ratones ob/ob.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidon se basa en la observacion de que la Zn-a »-glucoproteina (ZAG) humana recombinante
produce una disminucién del peso corporal y un incremento de la capacidad de respuesta a la insulina en ratones
ob/ob y en ratas Wistar sin efectos sobre la ingesta de comida. Como tal, la divulgacién proporciona procedimientos
para mejorar los sintomas de hiperglucemia en un sujeto, disminuyendo los niveles de insulina en plasma en un
sujeto e incrementando la masa de musculo esquelético en un sujeto. También se proporcionan tratamientos
combinatorios para producir una reduccion del peso o una reduccion de la obesidad en un sujeto.

Antes de describir las presentes composiciones y procedimientos, debe entenderse que la presente invencion no
esta limitada a las composiciones, procedimientos y condiciones experimentales concretas descritas, ya que dichas
composiciones, procedimientos y condiciones pueden variar. También debe entenderse que la terminologia usada
en la presente memoria descriptiva es para el fin de describir tnicamente formas de realizacién concretas y no se
pretende que limite el ambito de la presente invencion, que solo estara limitado por las reivindicaciones adjuntas.
Como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “uno”, “una”
y “el/la" incluyen las referencias en plural a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Por tanto, por
ejemplo, las referencias al “el procedimiento” incluyen uno o mas procedimientos y/o etapas del tipo descrito en el
presente documento y/o que seran evidentes para los expertos en la técnica tras la lectura de esta divulgacion y asi
sucesivamente.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que un experto en la técnica a la que esta invencién pertenece entiende habitualmente. Aunque
en la practica o analisis de la invencién se pueden usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los
descritos en el presente documento, a continuacion se describen los procedimientos y materiales preferidos.

La secuencia de aminoacidos completa de ZAG se ha publicado en un articulo titulado “Complete amino acid
sequence of human plasma Zinc-a2-glycoprotein and its homology to histocompatibility antigens” de T. Araki et al.
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 85, 679-683, en el que se demostré que la glucoproteina estaba formada por una
Unica cadena polipeptidica de 276 residuos de aminoacidos que tienen tres estructuras de dominio distintas (A, B y
C) e incluye dos puentes disulfuro junto con glicanos unidos por N en tres sitios de glucosilacion. Esta secuencia de
aminoacidos del componente polipeptidico se establece en la Figura 10 de las figuras adjuntas. Aunque algunas
publicaciones posteriores han indicado que la composicion de la ZAG humana puede variar algo cuando se aisla en
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diferentes fluidos corporales o tejidos, todas las preparaciones de este material tienen sustancialmente las mismas
caracteristicas inmunoldgicas. Como han indicado H. Ueyama, et al. (1991) "Cloning and nucleotide sequence of a
human Zinc-a2-glycoprotein cDNA and chromosomal assignment of its gene", Biochem. Biophys. Res. Commun.
177, 696-703, se ha aislado el ADNc de ZAG de bibliotecas de higado humano y glandula prostatica y también se ha
aislado el gen, como indican Ueyama et al., (1993) "Molecular cloning and chromosomal assignment of the gene for
human Zinc-a.2-glycoprotein”, Biochemistry 32, 12968-12976. H. Ueyama et al. también han descrito en J. Biochem.
(1994) 116, 677-681, estudios sobre ADNc de ZAG de higado de rata y ratén que, junto con la glucoproteina
expresada por los correspondientes ARNm, se han secuenciado y comparado con el material humano. Aunque se
encontraron diferencias detalladas como cabria esperar de diferentes especies, se encontré un elevado grado de
homologia de la secuencia de aminoacidos con mas de un 50 % de identidad con el homélogo humano (mas de un
70 % de identidad dentro del dominio B de la glucoproteina). De nuevo, se han observado propiedades
inmunolégicas comunes entre la ZAG humana, de rata y de ratén.

La ZAG purificada tratada anteriormente se preparé a partir de plasma humano sustancialmente de acuerdo con el
procedimiento descrito por Ohkubo et al. (Ohkubo et al. (1988) "Purification and characterisation of human plasma
Zn-a2-glycoprotein” Prep. Biochem., 18, 413-430). Se apreciara que en algunos casos se pueden producir
fragmentos del factor movilizador de lipidos aislado o de ZAG sin que se pierda la actividad lipolitica o movilizadora
de lipidos y se pueden realizar diversas adiciones, deleciones o sustituciones que tampoco afectaran
sustancialmente a esta actividad. Como tales, los procedimientos de la invencion también incluyen el uso de
fragmentos funcionales de ZAG. La glucoproteina o fragmento de la misma usada en estas aplicaciones terapéuticas
pueden ademas producirse mediante técnicas de ADN recombinante como las que se conocen bien en la técnica
basadas posiblemente en la secuencia de ADNc conocida para Zn-ao-glucoproteina que se ha publicado en, por
ejemplo, H. Ueyama et al. (1994) "Structure and Expression of Rat and Mouse mRNAs for Zn-a2-glycoprotein" J.
Biochem., 116, 677-681. Ademas, la glucoproteina o fragmento de la misma usada en estas aplicaciones
terapéuticas pueden ademads incluir modificaciones del polipéptido posteriores a la expresidon, por ejemplo
glucosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y similares, asi como otras modificaciones conocidas en la técnica,
tanto de origen natural como no naturales.

Anteriormente se ha demostrado que la ZAG produce una reduccion del peso o reduccidon de la obesidad en
mamiferos, como se divulga en la patente n.° 6.890.899, que se incorpora en el presente documento por referencia
en su totalidad. Ademas, se ha observado que un agente movilizador de lipidos que tiene caracteristicas similares
de ZAG y/o fragmentos de la misma también se ha usado para producir una reduccion del peso o reduccion de la
obesidad en mamiferos, como se divulga en la solicitud publicada de EE.UU. n.° 20060160723. La presente
invencion demuestra que ZAG y/o fragmentos funcionales de la misma aumentan la capacidad de respuesta a la
insulina de los adipocitos y del musculo esquelético y producen un incremento de la masa muscular a través de un
incremento de la sintesis de proteinas acoplado a una disminucién de la degradacién de proteinas con
independencia de si se observa una reduccion del peso o reduccién de la obesidad durante el tratamiento. Por tanto,
se ha contemplado que los procedimientos de la presente invencion proporcionan un efecto detectable sobre los
sintomas asociado con hiperglucemia y/o emaciacién muscular antes de cualquier reduccion detectable del peso o
reduccion de la obesidad.

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la divulgaciéon proporciona un procedimiento de mejora de los sintomas
de hiperglucemia en un sujeto. Por ejemplo, el régimen de tratamiento puede ser durante meses (por ejemplo, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 meses) o afios. El polipéptido se administra durante un periodo de 21 dias o mayor. La
mejora de los sintomas se puede detectar en dias (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias), semanas (por ejemplo, 1, 2,
3 0 4 semanas) o meses (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 0 12 meses) desde la iniciacion del tratamiento.
El régimen de tratamiento puede ser de aproximadamente 21 dias en los que existe una mejora de los sintomas
asociada con hiperglucemia tras el tratamiento.

El término "sujeto”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier paciente o individuo en el que se
realizan los procedimientos. En general, el sujeto es humano, aunque los expertos en la técnica apreciaran que el
sujeto puede ser un animal. Por tanto, otros animales, incluyendo mamiferos tales como roedores (incluidos ratones,
ratas, hamster y cobayas), gatos, perros, conejos, animales de granja, incluidos vacas, caballos, cabras, ovejas,
cerdos etc. y primates (incluidos monos, chimpancés, orangutanes y gorilas) estan incluidos dentro de la definicién
del sujeto.

Ejemplos de caracterizaciones de la hiperglucemia y/o trastornos asociados con ella incluyen, entre otros,
prediabetes, diabetes de tipo 2, diabetes de tipo 1, tolerancia a la glucosa alterada, sindrome del ovario poliquistico,
enfermedad del higado graso no alcohdlico, enfermedades de emaciacién muscular, estados de resistencia a
insulina no productores de hiperglucemia detectable, diabetes gestacional, riesgo cardiovascular e infarto de
miocardio. Ejemplos de enfermedades de emaciacion muscular incluyen, pero no estan limitadas a, cancer, SIDA,
septicemia, EPOC, insuficiencia renal, artritis, insuficiencia cardiaca congestiva, distrofia muscular, diabetes,
sarcopenia de la edad, traumatismo grave (p. ej., inmovilizacion ortopédica de una extremidad), acidosis metabdlica,
atrofia por denervacion y falta de peso. Debe entenderse que un sujeto que tiene hiperglucemia y/o diabetes puede
tener un peso corporal normal o promedio. Dichos individuos, denominados “diabéticos delgados” a menudo exhiben
uno o mas de los sintomas asociados con hiperglucemia y/o diabetes sin un incremento del peso ni obesidad.
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Ademas, una proporcion determinada de diabéticos que tienen sobrepeso o son obesos son, de hecho, diabéticos
delgados con sobrepeso/obesidad superpuesto sobre la diabetes.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad eficaz” significa la cantidad de un compuesto o
composicién farmacéutica que provocara la respuesta bioldgica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano
buscada por el investigador, veterinario, médico u otro clinico.

El término “administracion” o “administrar” se definen de modo que incluye un acto de proporcionar un compuesto o
composicion farmacéutica de la invencidon a un sujeto que necesite tratamiento. Las frases “administracion
parenteral” y “administrado por via parenteral”’, como se usan en la presente memoria descriptiva significan modos
de administracion distintos a la administracién enteral y topica, normalmente por via oral 0 mediante inyeccion e
incluyen, sin limitaciones, la inyeccion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal e intraesternal y la infusién. Las frases "administracion sistémica” o “administrado por via
sistémica”, “administracion periférica” y “administrado por via periférica”, como se usa en el presente documento,
significan la administracion de un compuesto, farmaco u otro material de forma distinta a directamente en el sistema
nervioso central, de modo que entra en el sistema del sujeto y por tanto, esta sujeto al metabolismo y a otros
procesos similares, por ejemplo administracion subcutanea.

Como se usa en el presente documento, el término “mejorar” o "tratar” significa que los signos clinicos y/o los
sintomas asociados con la hiperglucemia disminuyen como resultado de las acciones realizadas. Los signos o
sintomas que se van a vigilar seran caracteristicos de la hiperglucemia y seran conocidos por el clinico experto,
como lo seran los procedimientos para vigilar los signos y afecciones. Ejemplos de los sintomas asociados con la
hiperglucemia incluyen, pero no estan limitados a, incrementos de los niveles de glucosa en suero, incrementos de
los niveles de triglicéridos en suero, incrementos de los niveles de insulina en suero e incrementos de los niveles de
acidos grasos no esterificados (NEFA) en suero, en comparacion con un sujeto normal o un sujeto que no tiene
hiperglucemia. Como tal, una mejora de los sintomas asociados con hiperglucemia incluye, pero no estan limitada a,
disminucion de los niveles de glucosa en suero, disminucion de los niveles de triglicéridos en suero, disminucion de
los niveles de insulina en suero, disminucion de los niveles de acidos grasos no esterificados en suero, disminucion
de los niveles de insulina en plasma, incremento de los niveles de insulina pancreatica e incremento de la masa
muscular.

Como se usan en el presente documento, los términos “reducen” e “inhiben" se usan juntos porque se ha reconocido
que, en algunos casos, una disminucion puede reducirse por debajo del nivel de deteccion de un ensayo concreto.
Como tal, no siempre puede estar claro si el nivel de expresién o actividad se “reduce” por debajo de un nivel de
detecciéon de un ensayo o esta completamente “inhibido”. No obstante, se podra determinar claramente, tras un
tratamiento de acuerdo con los presentes procedimientos, que el nivel de, por ejemplo, insulina en suero, se reduce
al menos con respecto al nivel anterior al tratamiento.

Se ha atribuido a la ZAG una serie de papeles biolégicos, pero su papel como una adipocina que regula la
movilizacion vy la utilizacion de lipidos es de la mayor importancia en la regulacién de la composicion corporal. En
estudios anteriores se ha sugerido que el incremento en la sintesis de proteinas se debia a un incremento en el AMP
ciclico a través de la interaccién con el B-adrenoceptor, mientras que la disminucion de la degradacién de proteinas
se debia a una reduccion de la actividad de la ruta proteolitica de la ubiquitina-proteasoma. Los estudios en ratones
db/db muestran que la resistencia a la insulina produce emaciacion muscular por un aumento de la actividad de la
ruta de la ubiquitina-proteasoma. Un incremento de la fosforilacion tanto de PKR como de elF2a reducira la sintesis
de proteinas mediante el bloqueo del inicio de la traduccion, mientras que la activacion de la PKR aumentara la
degradacion de proteinas por la activacion del factor -«xB (NF-kB) nuclear, incrementando la expresion de
subunidades del proteasoma. Los estudios in vitro realizados con miotubos en presencia de niveles elevados de
glucosa extracelular mostraron que la activacién de PKR conducia a la activacion de p38MAPK y a la formacién de
especies de oxigeno reactivas (ROS). p38MAPK puede fosforilar y activar cPLA; en Ser-505, lo que produce la
liberacion de acido araquidoénico, una fuente de ROS. La hiperactivacion de p38MAPK en el musculo esquelético se
ha observado en modelos de obesidad inducida por la dieta. Ademas se ha demostrado un incremento de la
actividad de la caspasa-3 en el musculo esquelético de animales diabéticos, lo que puede ser parte de la cascada de
sefalizacion, ya que puede escindir la PKR conduciendo a activacion. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, la
capacidad de ZAG para atenuar estas rutas de sefalizacién proporciona una explicacion con respecto a su
capacidad para aumentar la masa muscular.

De acuerdo con lo anterior, en otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento de aumentar la masa
muscular esquelética en un sujeto. El procedimiento incluye administrar al sujeto un polipéptido que tiene la
secuencia que se muestra en la SEC ID N.°: 1.

Ademas, se ha demostrado que la ZAG incrementa la oxidacion de la glucosa e incrementa la tasa metabdlica de la
glucosa tisular en ratones macho adultos. Esta mayor utilizaciéon de la glucosa explicaria el descenso tanto de los
niveles de glucosa en sangre como de los niveles de insulina en ratones ob/ob a los que se ha administrado ZAG. La
utilizacién de triglicéridos también aumenté en ratones a los que se ha administrado ZAG, lo que explicaria el
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descenso en plasma de acidos grasos no esterificados (NEFA) y de triglicéridos (TG) a pesar del incremento del
glicerol en plasma, indicativo de un aumento de la lipdlisis. La mayor utilizacién de lipidos se podria prever a partir
del incremento de la expresion de UCP1 y UCP3 en TAM y de UCP3 en musculo esquelético, lo que tiene como
resultado un incremento de la temperatura corporal. Como tal, en una opcion, la mejora de los sintomas asociados
con la hiperglucemia también incluye un incremento de la temperatura corporal de aproximadamente 0,5 °C a
aproximadamente 1 °C durante el tratamiento. En una opcion, el incremento de la temperatura corporal se produce
en los 4 dias posteriores al inicio del tratamiento. En otra opcién, la mejora de los sintomas asociados con la
hiperglucemia también incluye un incremento de la insulina pancreatica en comparacion con los niveles de insulina
pancreatica antes del tratamiento, ya que la insulina es necesaria para controlar la glucosa en sangre como
resultado de la presencia de ZAG.

Por tanto, se identifica a la ZAG como factor movilizador de lipidos capaz de inducir lipoéslisis en adipocitos blancos
de ratén en un proceso dependiente del GTP, similar al inducido por las hormonas lipoliticas. Los datos presentados
en el presente documento avalan estos hallazgos al demostrar que la ZAG tiene un efecto lipolitico similar en
adipocitos de rata y ademas, produce una disminucion del peso corporal y de la grasa de la carcasa en ratas macho
maduras, a pesar del hecho de que la homologia de secuencia entre la ZAG humana y de rata es de solo el 59,4 %.

La ZAG también cuenta con algunas de las caracteristicas metabdlicas del estado diabético incluyendo una
reduccion de los niveles de insulina en plasma y una respuesta mejorada en la prueba de la tolerancia a la glucosa.
Por tanto, en otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un procedimiento de disminucion de los niveles de insulina en
plasma en un sujeto. El procedimiento incluye administrar al sujeto una dosificaciéon terapéuticamente eficaz de un
polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N.°: 1. En una forma, la disminucién de la insulina
en plasma se produce en los 3 dias posteriores al inicio del tratamiento. El régimen de tratamiento se administra
durante 21 dias o mas.

Ademas la ZAG aumenta la capacidad de respuesta de los adipocitos epididimarios al efecto lipolitico de un
estimulante p3-adrenérgico. La ZAG también aumenta la expresion de HSL y ATGL en tejido adiposo epididimario
que se ha descubierto que esta reducida en el estado insulino-resistente obeso. Los factores que regulan la
expresion de HSL y ATGL no se conocen. No obstante, el inhibidor de ERK especifico, PD98059 reguld por
disminucion la expresion de HSL en respuesta a ZAG, lo que sugiere un papel de la MAPK en este proceso. Los
ratones que carecen de MAPK fosfatasa-1 presentan actividades incrementadas de ERK y p38MAPK en TAB y son
resistentes a la obesidad inducida por la dieta debido a un mayor gasto de energia. Los estudios anteriores han
sugerido un papel de la MAPK en la expresion inducida por ZAG de UCP3 en el musculo esquelético. La activacion
de ERK puede regular la lipdlisis en adipocitos mediante la fosforilacion de residuos de serina de la HSL, tal como
Ser-600, uno de los sitios fosforilados por la proteina cinasa A.

Los resultados presentados en el presente documento muestran que la administracion de ZAG a la rata también
aumenta la expresion de ATGL y HSL en la rata. La ATGL puede ser importante en el almacenamiento excesivo de
las grasas en la obesidad, ya que los ratones deficientes en ATGL tienen depésitos de grasa grandes y liberacion de
NEFA del TAB reducida en respuesta a isoproterenol, aunque si mostraron una sensibilidad normal a la insulina. Por
el contrario los ratones sin HSL cuando se les alimentd con una dieta normal tenian pesos corporales similares a los
animales salvajes. No obstante, la expresion tanto de ATGL como de HSL se ha reducido en el TAB humano en el
estado de obesidad resistente a la insulina en comparacion con el estado sensible a la insulina y la reduccién del
peso también disminuyd los niveles de ARNm y de proteinas.

Como tal, en una opcidén, la mejora de los sintomas asociados con la hiperglucemia también incluye un incremento
de la expresion de la proteina de desacoplamiento 1 (UCP1) y la proteina de desacoplamiento 3 (UCP3) en el tejido
adiposo marrén durante el tratamiento. En otra opcién, la mejora de los sintomas asociados con la hiperglucemia
también incluye un incremento de la expresion de UCP3 en musculo esquelético durante el tratamiento.

La estimulacion de la lipdlisis sola no eliminara los depdsitos de grasa corporal, ya que sin una disminucion de la
energia, los NEFA liberados se volverian a sintetizar en triglicéridos en los adipocitos. Para reducir la grasa corporal,
la ZAG no solo aumenta la lipdlisis, como demuestra un incremento del glicerol en plasma sino que también
aumenta la utilizacion de los lipidos, como demuestra la disminucidon de los niveles en plasma de triglicéridos y
NEFA Esta energia se canaliza en calor, como pone de manifiesto el incremento de 0,4 °C en la temperatura
corporal en ratas tratadas con ZAG. El incremento de la utilizacion de energia muy probablemente surge del
incremento de la expresién de UCP1, que se ha demostrado tanto en TAM como en TAB tras la administracion de
ZAG. Cabria esperar que un incremento de la expresion de UCP1 disminuya los niveles en plasma de NEFA, ya que
son los principales sustratos de la termogénesis en TAM. TAM también tiene una capacidad elevada de utilizacion
de glucosa, lo que explicaria en parte la disminucion de la glucosa en sangre. Ademas hubo un incremento de la
expresion de GLUT4 en musculo esquelético en TAB, lo que ayuda a mediar en el incremento de la captacion de
glucosa en presencia de insulina. En ratones tratados con ZAG, se produjo un incremento de la utilizaciéon/oxidacion
de glucosa por el cerebro, el corazén, el TAM y el musculo gastrocnemio y produccion incrementada de "C0o, a
partir de D-[U-MC] glucosa, asi como [14C carboxi] trioleina (Figura 24). También existe un incremento por tres de la
captacién de oxigeno por el TAM de ratones ob/ob tras la administracion de ZAG.
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Aunque la ZAG aumentd la expresion de HSL en adipocitos epididimarios no hubo incremento alguno ni en los
adipocitos subcutaneos ni en los viscerales. Se observd una situacion similar con la expresion de la lipasa adiposa
de triglicéridos (ATGL). La expresidon de HSL y ATGL se correlacioné con la expresion de la forma activa (fosfo) de
ERK. La expresion de HSL y ATGL en adipocitos epididimarios correlacioné con un incremento de la respuesta
lipolitica al agonista de 3, BRL37344. Este resultado sugiere que ZAG puede actuar sinérgicamente con agonistas
de B3.

Como se usa en el presente documento, el término “agonista” hace referencia a un agente o analogo que es capaz
de inducir una respuesta farmacoldgica completa o parcial. Por ejemplo, un agonista se puede unir de forma
productora a un receptor y reproducir la reaccion fisiolégica del mismo. Como tales, los procedimientos de la
invencion pueden incluir ademas administrar ZAG, o un fragmento de la misma, en combinacién con un agonista de
B3 tal como BRL37344.

Se ha sugerido que la induccion de la lipdlisis en adipocitos de rata por la ZAG estd mediada por un $3-AR y el
efecto de la ZAG sobre el tejido adiposo y la masa corporal magra también puede deberse a su capacidad para
estimular el B3-AR. Se ha demostrado que la inducciéon de la expresién de UCP1 por ZAG esta mediada por la
interaccion con un B3-AR. El incremento de la expresion de UCP1 en TAB también puede ser un efecto del f3-AR a
través del remodelado de precursores de adipocitos del tejido marrén, ya que se produce con el agonista de f3-AR
CL316.243. Usando ratones defectivos el efecto antiobesidad de la estimulacion de B3-AR se ha atribuido
principalmente a UCP1 en TAM y menos a UCP2 y UCP3 a través de la degradacion dependiente de UCP1 de los
NEFA liberados por el TAB. La captacion de glucosa en tejidos periféricos de animales se estimula mediante la
exposicion al frio, un efecto también mediado por el B3-AR. Sin embargo, apuntar al B3-AR ha sido mas dificil en
seres humanos que en roedores, ya que B3-AR desempefia un papel menos prominente que los subtipos $1- y p2-
AR en el control de la lipdlisis y el flujo sanguineo nutritivo en el tejido adiposo abdominal subcutaneo humano. Sin
embargo, a pesar de esto se ha demostrado que el agonista de B3-AR CL316.243 aumenta la oxidacion de las
grasas en voluntarios jévenes sanos de sexo masculino. Esto puede deberse a la capacidad de los agonistas [3-
adrenérgicos para aumentar el niumero de 33-AR en las membranas plasmaticas de TAM.

Resultados recientes sugieren que la expresion ZAG en el tejido adiposo puede ser mas importante localmente que
la ZAG circulante, actuando de una manera paracrina. Por lo tanto en seres humanos, mientras que los niveles de
ARNm de ZAG en la grasa visceral y subcutanea correlacionaron de forma negativa con el IMC, la masa grasa y la
resistencia a la insulina, los niveles séricos, determinados mediante ELISA, correlacionaron positivamente con los
parametros de adiposidad (IMC y circunferencia de la cintura) y la resistencia a la insulina. Por tanto la capacidad de
ZAG para inducir su propia expresion en el musculo gastrocnemio, TAB y TAM puede ser critica para su capacidad
para aumentar la lipdlisis y la utilizaciéon de energia.

Estos resultados proporcionan pruebas de la capacidad de ZAG para movilizar y utilizar los lipidos en ratas, lo que
confirma un efecto independiente de la especie y sugieren que puede ser util como agente contra la obesidad en
seres humanos. De acuerdo con lo anterior, en otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento de
tratamiento de un sujeto para producir una reducciéon del peso o una reducciéon de la obesidad. El procedimiento
incluye administrar al sujeto que necesite dicho tratamiento una dosis terapéuticamente eficaz de un agonista de 3
en combinacion con un polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N.°: 1. En otra opcion el
procedimiento de tratamiento de un sujeto para lograr una reduccién de peso o reduccion de la obesidad incluye
administrar al sujeto que necesite dicho tratamiento una dosificacion terapéuticamente eficaz de un antagonista de
B3-AR en combinacién con un polipéptido que tiene la secuencia como se muestra en la SEC ID N.°: 1.

Todos los procedimientos pueden incluir ademas la etapa de poner el o los ingredientes activos (por ejemplo, ZAG o
fragmentos funcionales de ZAG) en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que constituye uno o
mas ingredientes accesorios. Como tal, la invencién también proporciona composiciones farmacéuticas para uso en
el tratamiento de sujetos que tienen sintomas asociados con hiperglucemia. La composiciéon incluye como
constituyente activo una cantidad terapéuticamente eficaz de ZAG o factor de movilizacién de lipidos glucoproteico
como se ha tratado anteriormente, junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables utiles para la formulacién de una composicion para administracién a un
sujeto son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, soluciones acuosas tales como agua o solucién
salina fisioldgicamente tamponada u otros disolventes o vehiculos tales como glicoles, glicerol, aceites tales como
aceite de oliva o ésteres organicos inyectables. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede contener ademas
compuestos fisiologicamente aceptables que actuan, por ejemplo, para estabilizar o incrementar la absorcion del
conjugado. Dichos compuestos fisioldgicamente aceptables incluyen, por ejemplo, hidratos de carbono, tales como
glucosa, sacarosa o dextranos, antioxidantes, tales como acido ascérbico o glutation, agentes quelantes, proteinas
de bajo peso molecular u otros estabilizantes o excipientes. Un experto en la técnica sabria que la eleccion de un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, incluyendo un compuesto fisiolégicamente aceptable, depende, por ejemplo,
de las caracteristicas fisicoquimicas del agente terapéutico y de la via de administracion de la composicién, que
puede ser, por ejemplo, por via oral o parenteral tal como por via intravenosa y mediante inyeccion, intubacion, u
otro procedimiento conocido en la técnica. La composicion farmacéutica también puede contener un segundo (o
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mas) compuesto(s) tales como un reactivo diagnéstico, sustancia nutritiva, toxina, o agente terapéutico, por ejemplo,
un agente quimioterapéutico contra el cancer y/o vitamina(s).

Las formulaciones de la presente invenciéon adecuadas para administracion oral pueden presentarse en forma de
unidades pequefas, tales como capsulas, sellos, comprimidos o pastillas, en las que cada una contiene una
cantidad predeterminada del compuesto activo en forma de polvo o granulos; o como una suspension del compuesto
activo en un liquido acuoso o un liquido no acuoso, tal como un jarabe, un elixir, una emulsién de una pocion.

De acuerdo con lo anterior, en otro aspecto, la divulgacion proporciona el uso de ZAG o un agente movilizador de
lipidos, segun se define en el presente documento, para la fabricacion de un medicamento util en medicina humana
para el tratamiento de sintomas y/o afecciones asociadas con hiperglucemia. Tal medicamento también puede ser
util para estimular el desarrollo muscular y aumentar la masa muscular, disminuyendo los niveles de glucosa en
suero, disminuyendo los niveles de triglicéridos en suero, disminuyendo los niveles de insulina en suero,
disminuyendo los niveles de acidos grasos no esterificados, en suero, disminuyendo los niveles de insulina en
plasma, y/o aumentando los niveles de insulina del pancreas.

La cantidad total de un compuesto o composicion que se va a administrar en la practica de un procedimiento de la
divulgacion se puede administrar a un sujeto en una dosis Unica, ya sea como un bolo o por infusiéon durante un
periodo relativamente corto de tiempo, o se puede administrar utilizando un protocolo de tratamiento fraccionado, en
el que se administran dosis multiples durante un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo, una vez al dia, dos
veces al dia, etc.). Un experto en la técnica sabria que la cantidad de ZAG o fragmento funcional de la misma para
tratar los sintomas asociados con la hiperglucemia en un sujeto depende de muchos factores, incluyendo la edad y
el estado de salud general del sujeto asi como la via de administracién y el numero de tratamientos a administrar. En
vista de estos factores, el experto en la técnica ajustara la dosis concreta segun sea necesario. En general, la
formulacion de la composicion farmacéutica y las vias y la frecuencia de administracion se determinan, en un
principio, utilizando ensayos clinicos de fase | y de fase Il

De acuerdo con lo anterior, en ciertas opciones, los procedimientos de la divulgacion incluyen un régimen de
tratamiento espaciado. Se observd que la administracion diaria a largo plazo de ZAG en ratones ob/ob tiene como
resultado un cese de la pérdida de peso. Como tal en una opcién, el tratamiento se administra en dias alternos. En
otra opcion, el tratamiento se administra cada dos dias. En otra opcién, el tratamiento se administra cada tres dias.
En otra opcion, el tratamiento se administra cada cuatro dias.

Por lo tanto, la invencidon demuestra que se produce pérdida de peso adicional y/o mejora de los sintomas asociados
con hiperglucemia cuando la administracién de ZAG se interrumpe durante aproximadamente 3-4 dias, seguido de
repeticion de la infusién. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, esto puede ser porque se esta administrando
demasiada cantidad o porque existe desensibilizacion de los receptores como se ve con TNF. Se realizé un estudio
piloto con 2 ratones en cada grupo y se observé una pérdida de peso de 8 — 10 g en un ratéon de 90 g en
aproximadamente 3 semanas. De por si, se contempla que se pueden usar dosis mas pequefias de ZAG o un
fragmento funcional de la misma para mejorar los sintomas de la hiperglucemia en un sujeto antes de una
disminucion observable de la obesidad o una reduccién de peso.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente las ventajas y caracteristicas de la presente
invencién, pero no se desean para limitar el alcance de la invencion. Aunque son tipicos de los que podrian
utilizarse, como alternativa pueden utilizarse otros procedimientos, metodologias, o técnicas conocidos por los
expertos en la técnica.

Ejemplo 1
La cinc-ax-glucoproteina atenta la hiperglucemia

Para evaluar la capacidad de la cinc-az-glucoproteina (ZAG) para atenuar la obesidad y la hiperglucemia, se
administré ZAG a ratones ob/ob lo que indujo una pérdida de peso corporal y un aumento de la temperatura
corporal, lo que sugiere un aumento del gasto de energia. La expresion de las proteinas de desacoplamiento 1y 3
en el tejido adiposo marréon aumentd, mientras que se produjo una disminucion de los niveles séricos de glucosa,
triglicéridos y acidos grasos no esterificados, a pesar de un aumento del glicerol, indicativo de aumento de la
lipdlisis. Se produjo disminucién de la insulina en plasma y una mejor respuesta a la glucosa intravenosa junto con
un incremento de la captacion de glucosa en adipocitos y musculo esquelético. Aumenté la expresion de la lipasa
sensible a hormonas en los adipocitos epididimarios. Hubo un incremento de la masa muscular esquelética debido a
un aumento de la sintesis de proteinas y a disminucién de la degradacion proteica. Esto sugiere que ZAG puede ser
eficaz en el tratamiento de la hiperglucemia.

El medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) y el medio Freestyle se adquirieron en Invitrogen (Paisley, Reino
Unido), mientras que el suero bovino fetal procedia de Biosera (Sussex, Reino Unido). 2-[1-14C] Desoxi-D-glucosa
(sp.act.1.85GBq mmol'1) y L-[2,6-3H] fenilalanina (sp.act.37Bq mmol'1) eran de American Radiolabeled Chemicals
(Cardiff, Reino Unido). Los anticuerpos policlonales de conejo frente a fosfo (Thr-202) y ERK1 total, p38MAPK total,
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fosfo HSL (Ser-552), transportador de glucosa 4 (GLUT4), lipasa adiposa de ftriglicéridos, la lipasa sensible a
hormonas y la fosfo PLA, (Ser-505) y frente a ATGL humana se adquirieron de Abcam (Cambridge, Reino Unido). El
anticuerpo monoclonal de ratén frente a la ZAG humana de longitud completa era de Santa Cruz (California, EE.UU.)
y el anticuerpo monoclonal de ratén frente a la cadena pesada de miosina de tipo Il era de Novacastra (via Leica
Biosystems, Newcastle, Reino Unido). Los anticuerpos monoclonales de ratén frente a las subunidades o del
proteasoma 20S y p42 eran de Affiniti Research Products (Exeter, Reino Unido). Los anticuerpos monoclonales de
raton frente a fosfo (Thr-180/Tyr-182) p38MAPK y antisueros policlonales de conejo frente a (Thr-451) PKR total y
fosfo, elF2o fosfo (Ser-162) y frente a elF2a total eran de England Biosciences (Herts, Reino Unido). Los
anticuerpos policlonales de conejo frente a UCP1, UCP3 y PKR total y el reactivo de extraccion PHOSPHOSAFE™
eran de Calbiochem (via Merk Chemicals, Nottingham, Reino Unido). Los anticuerpos anti-conejo de cabra y anti-
raton de conejo conjugados con peroxidasa se adquirieron de Dako (Cambridge, Reino Unido). El anticuerpo
policlonal de conejo frente a la B-actina de ratdn y el kit de ensayo de triglicéridos se adquirieron en Sigma Aldrich
(Dorset, Reino Unido). Las membranas de nitrocelulosa Hybond A y los kits de desarrollo de quimioluminiscencia
potenciados (ECL) eran de Amersham Pharmacia Biotech (Bucks, Reino Unido). Un kit de ensayo colorimétrico
WAKO para NEFA se adquirié de Alpha Laboratories (Hampshire, UK) y un kit de ELISA de insulina de ratén se
adquiri6 de DRG (Marburgo, Alemania). Las medidas de los niveles de glucosa se realizaron usando un kit de
glucosa en plasma Boots (Nottingham, Reino Unido).

Produccion de ZAG recombinante -células HEK293F recombinantes se transfectaron con ADNc de ZAG humana de
longitud completa en el vector de expresion pcDNA 3.1 y se mantuvieron en medio FreeStyle en atmésfera de CO »
al 5 % en el aire a 37 °C. Se secretd ZAG al medio, que se recogio y los niveles maximos de la proteina (16 pg/ml'1)
se obtuvieron después de 14 dias de cultivo. Para purificar la ZAG, el medio (200 ml) se centrifugé a 700 g durante
15 minutos para eliminar las células y se concentré en un volumen de 1 ml de PBS estéril usando un filtro de
centrifuga Amicon Ultra-15 con un valor de corte de 10 kDa. El concentrado (aproximadamente 2 mg de proteina) se
afnadié a 2 g de celulosa DEAE suspendida en 20 ml de Tris 10 mM, a pH 8,8 y se agitd durante 2 horas a 4 °C. La
celulosa DEAE se unié a ZAG y se sedimenté por centrifugacion (1.500 g durante 15 minutos) y la ZAG se eluyo
mediante agitacion con 20 ml de Tris 10 mM, a pH 8 que contenia NaCl 0,3M durante 30 minutos a 4 °C. El eluato se
lavo y se concentrd en un volumen de 1 ml en PBS estéril usando un filtro de centrifuga Amicon. La ZAG purificada
estaba libre de endotoxina, segin se determind con un kit de ensayo unico LAL Pyrogent (Lonza, Bucks, Reino
Unido).

Cultivo celular y purificacion de ZAG. Se prepararon suspensiones de una sola célula de adipocitos blancos a partir
de depdsitos adiposos triturados mediante incubacion a 37 °C durante 2 horas en tampén de biocarbonato de Krebs-
Ringer que contenia 1,5 mg/ml'1 de colagenasa y seroalbumina bovina al 4 % en una atmésfera de oxigeno al 95 %:
CO; al 5 % como se ha descrito anteriormente. Para los estudios de curso en el tiempo los adipocitos se
suspendieron en DMEM que contenia suero bovino fe;tal al 10 % a una concentracion de 10° células ml” y se
mantuvieron en atmoésfera de CO2 al 10 % en aire a 37 C. Las células 293 humanas transfectadas con un plasmido
que contiene ZAG humana se sembraron a una concentracién de 10° células mI" en medio FreeStyle y se
mantuvieron en una atmésfera de CO, al 5 % en aire a 37 °C. Los niveles maximos de la proteina (16 pgm'1) se
obtuvieron después de 14 dias de cultivo. Después el medio (200 ml) se centrifugd a 700 g durante 15 minutos para
eliminar las células y se concentrd en un volumen de 1ml de PBS estéril usando un filtro de centrifuga Amicon Ultra-
15 con un valor de corte de 10 kDa. Después de medir la concentracion de la proteina de la muestra
(aproximadamente 2 mg) se afiadi6 a 2 g de celulosa DEAE suspendida en 20 ml de Tris 10 mM, a pH 8,8 y se agito
a 4 °C durante 2 horas. La ZAG estando cargada negativamente se une a la celulosa DEAE, que se sedimento
mediante centrifugacion (1.500 g durante 15 minutos) y se eluyé mediante agitacién con 20 ml de Tris 10 mM, a pH
8,8 que contiene NaCl 0,3M durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se lavé y se concentré hasta un volumen de
1 ml en PBS estéril utilizando el filtro de centrifuga Amicon.

Animales -ratones. En el presente estudio se usaron ratones obesos homocigéticos (ob/ob) de la colonia mantenida
en la Universidad de Aston. El origen y las caracteristicas de los ratones ob/ob de Aston se han descrito
anteriormente. Los ratones macho (20-21 semanas de edad, peso 90-100 g) se agruparon en tres por jaula en una
habitacion con aire acondicionado a 22 + 2 °C con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y se les
alimenté con una dieta de cria para ratas y ratones (Special Diet Services, Witham, Reino Unido) y con
disponibilidad de agua ad libitum. Se les administr6 ZAG (35 pg) en PBS (100 pl) dos veces al dia mediante
administracion i.v. y el peso corporal y la ingesta de alimentos y agua se monitorizaron a diario. Los ratones de
control recibieron PBS solo. La temperatura corporal se midié a diario mediante el uso de un termémetro rectal (RS
Components, Northants, Reino Unido). Todos los experimentos con animales se realizaron de conformidad con la
Ley de 1986 (Procedimientos Cientificos con Animales) del Reino Unido. No se observaron efectos adversos
después de la administracion de ZAG.

Animales -ratas. Ratas Wistar macho maduras (un afio de edad de nuestra propia colonia) con un peso de 540 +
82,5 g se alojaron individualmente y se trataron i.v. una vez al dia, ya sea con ZAG en PBS (100 pl) (50 pg por 100 g
de peso corporal) o con PBS (100 ul) como un control. Tanto la ingesta de comida como de agua y el peso corporal
se midieron diariamente. Se proporciona a los animales acceso libre al alimento (Special Diet Services, Essex, Reino
Unido) y al agua ad libitum. El experimento con animales se llevd a cabo conforme a las condiciones de bienestar
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impuestas por el Ministerio del Interior britanico. Después de 10 dias de tratamiento se sacrificé a los animales y se
determind la composicion corporal. Los animales se calentaron hasta 80-90 °C durante 7 dias hasta que se alcanzé
un peso constante. A continuacién se determiné el contenido de agua a partir de la diferencia entre el peso humedo
y el peso seco. Se extrajeron los lipidos de la carcasa seca usando una secuencia de cloroformo:metanol (1:1),
etanol/acetona (1:1) y éter dietilico (120 ml de cada uno) como describen Lundholm et al (14). Los disolventes se
evaporaron y se peso la grasa. La masa de la carcasa sin grasa se calculé como la diferencia entre el peso inicial de
la carcasa y el peso del agua y la grasa.

Ensayo lipolitico. Las muestras a analizar se incubaron con de 10° a 2x10° adipocitos durante 2 horas en 1 ml de
tampdn de bicarbonato de Krebs-Ringer, a pH 7,2. La concentracién de glicerol liberado se determiné
enzimaticamente mediante el procedimiento de Wieland (Wieland, O. Glycerol UV method. en Methods of Enzymatic
Analysis (ed. Bergmeyer, H.U.) (Academic Press, Londres, Reino Unido, pag. 1404-1409, 1974)). Se analizaron las
muestras de control que contienen adipocitos solo para determinar la liberacion espontédnea de glicerol. La actividad
se expres6 como umol de glicerol liberados/10° de adipocitos/2 horas.

Determinaciones de metabolitos en suero. Los acidos grasos no esterificados (NEFA) se determinaron utilizando un
kit Wako-ASC-ACOD (Wako Quimica GmbH, Neuss, Alemania). Los triglicéridos se determinaron utilizando un kit de
triglicéridos (Sigma Chemical Co., Poole, Reino Unido) y 3-hidroxibutirato mediante un kit de determinacion
enzimatica cuantitativa (Sigma). La glucosa se midié usando un analizador de glucosa (Beckman, Irvine, Calif.) y el
glicerol se determind enzimaticamente usando el procedimiento de Wieland como se describe en Methods of
Enzymatic Analysis" (Ed. Bergmeyer, H. U.) vol. 3, paginas 1404-1409, publicado por la Academic Press, Londres
(1974).

Aislamiento de membranas plasmaticas de adipocitos de ratén. En un procedimiento tipico se aislaron adipocitos
blancos de almohadillas de grasa del epididimo de ratén a las que se ha hecho referencia anteriormente salvo
porque las células se lavaron en sacarosa 250 mM, etilenglicol bis (B-aminoetiléter)-N,N,N',N' (EGTA) 2 mM, Tris-
HCI 10 mM (pH 7,4). Los adipocitos se resuspendieron en 20 ml del tampon anterior y se homogeneizaron mediante
la aspiracion a través de un filtro de Swinny al menos 10 veces. El homogeneizado celular se centrifugdé a
continuacién a 300 g durante 5 minutos, la torta de grasa se elimind de la superficie y el sedimento que queda y el
infranadante se transfirieron a tubos limpios. Estos se centrifugaron a 30.000 g durante 1 hora a 4 °C y el sedimento
de membrana formado se resuspendieron en el tampdn de sacarosa (de 200 a 400 pl). Las membranas plasmaticas
se separaron de otras membranas de organulos en un gradiente de autoformacién de particulas de silice coloidal
Percoll™. Los constituyentes fueron sacarosa 250 mM, EGTA 2 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7,4; Percoll ™; y sacarosa
2M, EGTA 8 mM, Tris-HCI 80 mM, pH 7,4, mezclados en una proporcién de 32:7:1 junto con la suspension de
membranas (en un volumen total de 8 ml). Esta mezcla se centrifugé a 10.000 g durante 30 minutos a 4 °C. El
gradiente se fraccion6 en porciones de 0,75 ml y cada porcién se analizé para determinar la presencia de succinato
deshidrogenasa, NADH-citocromo ¢ reductasa, lactato deshidrogenasa y 5'-nucleotidasa para localizar la fraccion de
membrana plasmatica. Las fracciones de membrana se resuspendieron en NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, Tris-HCI 10
mM, pH 7,4 y se centrifugaron a 10.000 g a 4 C durante 2 minutos. El proceso se repitié dos veces. Las membranas
plasmaticas lavadas se diluyeron después en Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, sacarosa 250 mM, EGTA 2 mM y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 4 uM a 1-2 mg/ml, se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70
°C hasta su uso.

Actividad lipolitica en adipocitos de rata. Se prepararon adipocitos blancos a partir de tejido adiposo de epididimo
finamente triturado de ratas Wistar macho (400 g) utilizando digestidon con colagenasa, tal como se describe (Beck
SA, et al. Production of lipolytic and proteolytic factors by a murine tumor-producing cachexia in the host. Cancer Res
47:5919-5923, 1987). La actividad lipolitica se determin6 incubando 10°-2 x 10° adipocitos durante 2 horas en 1 mi
de tampoén de bicarbonato de Krebs-Ringer, pH 7,2 y la extensiéon de la lipdlisis se determind midiendo el glicerol
liberado (Wieland O. Glycerol UV method. Methods of Enzymatic Analysis, editado por Bergmeyer HU. Academic
Press, Londres, pag. 1404-1409, 1974). La liberacidon espontanea de glicerol se midié incubando los adipocitos
solos. La actividad lipolitica se expres6 como pumol de glicerol liberados/10° de adipocitos/2 horas.

Electroforesis en gel. Los geles se prepararon de acuerdo con el procedimiento de Laemmli y generalmente
consistian en un gel de apilamiento al 5 % y un gel de resolucion SDS-PAGE al 15 % (condiciones de
desnaturalizacién o reduccion) o un gel de resolucién de SDS-PAGE al 10 % (condiciones no desnaturalizantes o no
reductoras). Las muestras se cargaron a 1-5 pg/carril. Las bandas se visualizaron mediante tincién bien con azul
brillante de Coomassie R-250 o bien con plata. Las muestras se prepararon para condiciones reductoras mediante
calentamiento durante 5 minutos a 100 °C en Tris-HCI 0,0625M, pH 6,8, glicero al 10 %l, SDS al 1 %, azul de
bromofenol al 0,01 % y 2-mercaptoetanol al 5 %.

Captacion de glucosa en adipocitos. Los adipocitos aislados (5x104) se lavaron dos veces en el 1 ml de tampdn de
bicarbonato de Krebs-Ringer, pH 7,2 (KRBS) y se incubaron adicionalmente durante 10 minutos a temperatura
ambiente en 0,5 ml de KRBS que contienen 18,5 MBq de 2- [1-14C] desoxi-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa no
radiactiva hasta una concentracion final de 0,1 mM. La captacién se terminé mediante la adicion de 1 ml de KRBS
libre de glucosa enfriado en hielo y las células se lavaron tres veces con 1 ml de KRBS, se lisaron mediante la
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adicion de 0,5 ml de NaOH 1M y se dejaron durante al menos 1 hora a temperatura ambiente antes de determinar la
radiactividad mediante recuento de centelleo liquido.

Captacion de glucosa en el musculo gastrocnemio. Los musculos gastrocnemios se incubaron en tampoén de
bicarbonato de Krebs-Henseleit durante 45 minutos a 37 °C y despues se incubaron durante 10 minutos adicionales
en 5 ml de tampédn de Krebs-Henseleit que contiene 185 MBq de 2-[1- C] desoxi-D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa no
radiactiva a una concentracion final de 0,1 mM. Después se extrajeron los musculos y se lavaron en NaCl al 0,9 %
durante 5 minutos, seguido de disoluciéon en 0,5 ml de NaOH 1M y se determind la radiactividad mediante recuento
de centelleo liquido.

Captacion de glucosa en el musculo séleo. Los musculos soéleos se incubaron en tampdn de bicarbonato de Krebs-
Henseleit durante 45 minutos a 37 °C y después se incubaron durante 10 minutos adicionales en 5 ml en tampén de
Krebs-Henseleit que contiene 185 MBq de 2- [1- C] desoxi -D-glucosa y 2-desoxi-D-glucosa no radiactiva a una
concentracion final de 0,1 mM. Después se extrajeron los musculos y se lavaron en NaCl al 0,9 % durante 5
minutos, seguido de disolucién en 0,5 ml de NaOH 1 mM y se determiné la radiactividad mediante recuento de
centelleo liquido.

Sintesis y degradacion de proteinas en el musculo. El procedimiento para la determinacion de la sintesis y
degradacion de proteinas en el musculo ya se ha descrito anteriormente (Smith, KL y Tisdale, MJ. Increased protein
degradation and decreased protein synthesis in skeletal muscle during cancer cachexia. Br. J. Cancer 67, 680-685
(1993)). Los musculos gastrocnemios se escindieron usando ligaduras y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en
medio RPMI 1640 medio sin rojo de fenol y se saturaron con Oz CO; (19:1) y después se lavaron con PBS. La
sintesis de proteinas se midié mediante la incorporacion de L-[2,6- H]fenllalanlna (640 MBY) en material insoluble en
acido utilizando un periodo de 2 horas en el que los musculos se incubaron a 37 °C en RPMI/640 sin rojo fenol y se
saturaron con 02:CO2 (19:1). A continuaciéon los musculos se aclararon en un medio no radiactivo, se realizé
transferencia y se homogeneizaron en acido percldrico al 2 %. El indice de sintesis de proteinas se calculd
dividiendo la cantidad de radiactividad unida a las proteinas por la cantidad de radiactividad soluble en acido. La
degradacion de proteinas se determiné mediante la liberacion de tirosina desde el musculo gastrocnemio durante un
periodo de 2 horas en 3 ml de tampdén de Krebs-Henseleit oxigenado, pH 7,4, que contiene glucosa 5 mM y
cicloheximida 0,5 mM.

Medicion del proteasoma y actividad de la caspasa. La actividad “de tipo quimotripsina” del proteasoma se determind
fluorométricamente mediante la medicion de la liberacion de 7-amido-4-metilcumarina (AMC) a una longitud de onda
de excitacion de 360 nm y una longitud de onda de emision de 460 nm del sustrato fluorogénico N-succinil Lys Lys
Val Tyr. AMC (SEC ID N.°: 2) como se ha descrito previamente para los miotubos (Whitehouse, A.S. & Tisdale, M.J.
Increased expression of the ubiquitin-proteasome pathway in murine myotubes by proteolysis-inducing factor (PIF) is
associated with activation of the transcription factor NF-«xB. Br. J. Cancer 89, 1116-1122 (2003)). EI musculo
gastrocnemio se homogeneizé en Tris 20 mM, pH 7,5, ATP 2 mM, MgCl, 5 mM y TDT 50 mM a 4 °C, se sonicdé y se
centrifugé a 18.000 g durante 10 minutos a 4 °C para sedimentar el material insoluble y se utiliz6 el sobrenadante
resultante para medir la actividad de la enzima 'de tipo quimotripsina' en presencia o ausencia del inhibidor del
proteasoma lactacistina (10 uM). Solo la actividad suprimible de lactacistina se consideré como verdadera actividad
proteasomica. La actividad de la caspasa-3 se determindé mediante la liberacion de AMC desde
AcAsp.Gly.Val.Asp.AMC (SEC ID N.°: 3) y la actividad de la caspasa-8 se determind mediante la liberacion de 7-
amino-4-triflurometilcumarina (AFC) desde el sustrato especifico Z-lle Glu Phe Thr Asp-AFC (SEC ID N.°: 4),
utilizando el sobrenadante de lo anterior (50 ug de proteina) y o bien el sustrato de caspasa-3 u -8 (10 uM) durante 1
hora a 37 ° C, en presencia o ausencia de inhibidores de la caspasa-3 (AcAspGluValAsp-CHO) (SEC ID N.°: 5) o de
la caspasa-8 (lle Glu Phe Thr Asp-CHO) (SEC ID N.°: 6) (100 uM). El aumento de la fluorescencia debido a la AFC
se determind como anteriormente, mientras que el aumento de la fluorescencia debido a la AFC se midié con una
longitud de onda de excitacion de 400 nm y una longitud de onda de emisién de 505 nm. La diferencia en los valores
en ausencia y presencia de los inhibidores de caspasa fue una medida de la actividad.

Andlisis de transferencia de tipo Western. Los musculos gastrocnemios recién extirpados se lavaron en PBS y se
lisaron en reactivo de extraccion PHOSPHOSAFE™ durante 5 minutos a temperatura ambiente seguido de
ultrasonidos a 4 °C. El lisado se aclaré mediante centrifugacion a 18,000 g durante 5 minutos a 4 °C y las muestras
de proteina citosdlica (5 pg) se resolvieron en electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico-poliacrilamida al 12 % a
180 V durante aproximadamente 1 hora. A esto le siguid la transferencia a membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm,
que después se bloquearon con Marvel al 5 % en solucion salina tamponada con Tris, pH 7,5, a 4 °C durante la
noche. Los anticuerpos tanto primarios como secundarios se usaron a una dilucién de 1:1000 salvo la anti-miosina
(1:250). La incubacién se realizé durante 1 hora a temperatura ambiente y el desarrollo se efectué6 mediante ECL.
Las transferencias se escanearon con un densitdmetro para cuantificar las diferencias.

Las muestras de TAB, TAM y musculo gastrocnemio extirpadas de ratas tratadas con ZAG o PBS durante 5 dias se
homogeneizaron en sacarosa 0,25 M, HEPES 1 mM, pH 7,0 y EDTA 0,2M y después se centrifugaron durante 10
minutos a 4.500 rpm. Las muestras de proteina citosodlica (10 ug) se resolvieron en electroforesis en gel de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio al 12 % y las proteinas se transfirieron luego a membranas de nitrocelulosa de
0,45 pum, que habian sido bloqueadas con Marvel al 5 % en solucién salina tamponada con Tris, pH 7,5, a 4 °C
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durante la noche y después de cuatro lavados de 15 minutos con Tween al 0,1 % en PBS se realizé la incubacién
con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. El desarrollo se realizé mediante ECL.

Andlisis estadistico. Los resultados se muestran como medias + SEM de al menos tres experimentos replicados.
Diferencia en las medias entre los grupos se determiné mediante analisis unidireccional de la varianza (ANOVA)
seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer. Los valores p inferiores a 0,05 se consideraron
significativos.

Resultados -ratones. La purificacion de ZAG dio lugar a un producto que tenia una pureza superior al 95 % (Figura
1A), confirmado como ZAG mediante inmunotransferencia (Figura 1B). La ZAG estimuld la lipdlisis en los adipocitos
del epididimo (Figura 1D) pero el efecto lipolitico se redujo considerablemente en los adipocitos de los depositos
subcutaneos y viscerales, aunque estaba significativamente elevado sobre los niveles basales (Figura 1E). No se
observaron diferencias significativas en la extension de la estimulacion de la lipdlisis entre la isoprenalina y ZAG en
cualquiera de los grupos de adipocitos, aunque ZAG fue mas potente en la induccién de la lipdlisis que la
isoprenalina sobre una base molar. El efecto de ZAG sobre el peso corporal de los ratones ob/ob en un periodo de 5
dias se muestra en la Figura 1F. Mientras que en los animales control el peso se mantuvo estable, los animales
tratados con ZAG mostraron una pérdida de peso progresiva, de tal manera que después de 5 dias se produjo una
diferencia de peso de 3,5 g entre los grupos, a pesar de que la ingesta de alimentos (PBS 32 + 3,1 g; ZAG 30 + 2,5
g) y agua (140 + 8,2 ml PBS; ZAG 135 + 3,2 ml) fue la misma durante el transcurso del experimento. Se produjo un
aumento significativo de la temperatura corporal de 0,4 °C después de 4 dias de administracién de ZAG (Figura 1G),
indicativo de un aumento en la tasa metabdlica basal. La medicién de los niveles de metabolitos en plasma sugiere
un aumento en la utilizacion del sustrato metabdlico en los animales tratados con ZAG (Tabla 1). Por tanto hubo una
disminucion significativa en glucosa, triglicéridos (TG) y acidos grasos no esterificados (NEFA) en plasma en los
animales tratados con ZAG, a pesar de un aumento de la concentracion de glicerol indicativo de una lipolisis
aumentada. Se produjo una disminucion del 36 % en los niveles de insulina en plasma que sugieren que ZAG es
eficaz en la reduccion del estado diabético. Los niveles del ARNm de ZAG en diversos tejidos se muestran en la
Figura 1C.

Tabla 1. Niveles plasmaticos de metabolitos e insulina en ratones ob/ob tratados con ZAG durante 120 horas

PBS ZAG

Glucosa (mmol/l) 245+0,4 20,3 + 0,8 p<0,01
TG (mmol/l) 1,2+0,3 0,9 + 0,1 p<0,05
Glicerol (umol/l) 359 + 23 429 + 36 p<0,001
Insulina (ng/ml) 41,2+ 0,6 26,3 + 0,52 p<0,001
TAM (g) 0,35+ 0,09 0,73 £ 0,12 p<0,01
NEFA (mEqg/l) 0,6 +0,12 0,23 + 0,05 p<0,001
Séleo (g) 0,52+0,13 0,80 £ 0,09 p<0,01
Gastrocnemio (g) 0,85+0,12 1,12 + 0,14 p<0,01
Insulina en pancreas (pg/g pancreasa) 4,52+ 291 16,3 £ 3,1 p=0,0042

Para investigar esto, se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa, en los animales alimentados después de 3
dias de la administracion de ZAG (Figura 2A). Mientras que los niveles de glucosa en sangre se elevaron
significativamente en los controles de PBS, solo se produjo un pequefio incremento en los animales tratados con
ZAG, que permanecieron significativamente por debajo del grupo de control a lo largo del curso del estudio. Ademas,
los niveles de insulina en plasma fueron significativamente menores en los animales tratados con ZAG al inicio del
estudio y se mantuvieron asi durante los 60 minutos de la observaciéon (Figura 2B). La administracion de ZAG
aumento la captacion de glucosa en los adipocitos del epididimo, viscerales y subcutdneos en ausencia de insulina y
también aumento la captaciéon de glucosa en los adipocitos del epididimo y viscerales en presencia de niveles bajos
(1 nM) de insulina (Figura 2C). La captacion de glucosa en el musculo gastrocnemio también fue significativamente
mayor en los animales tratados con ZAG tanto en ausencia como en presencia de insulina (100 nM) (Figura 2D). La
captacién de glucosa en el musculo gastrocnemio de ratones tratados con ZAG fue mayor que la respuesta a la
insulina en los animales no tratados.

La administracion de ZAG también atenué el efecto de la hiperglucemia sobre la atrofia del musculo esquelético. Por
tanto los ratones ob/ob tratados con ZAG mostraron un aumento significativo en el peso himedo de los musculos
gastrocnemio y soéleo (Tabla 1). Esto se asoci6é con un aumento de mas del doble de la sintesis de proteinas en el
musculo séleo (Figura 3A) y con una disminucién del 60 % en la degradacién de proteinas (Figura 3B). Los
musculos gastrocnemio de los ratones tratados con ZAG mostraron una disminucién de la actividad de la enzima 'de
tipo quimotripsina' del proteasoma (Figura 3C), que no fue significativamente diferente de la encontrada en los
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ratones no obesos y una disminucién de la expresiéon de las subunidades o del proteasoma 20S (Figura 3D) y de
p42, una subunidad de la ATPasa del regulador 19S (Figura 3E), lo que sugiere una reduccion de la actividad de la
ruta de la ubiquitina-proteasoma. Los niveles de miosina aumentaron en los ratones tratados con ZAG (Figura 3F),
mientras que los niveles de actina no cambiaron (Figura 3G). Ademas, se produjo una reduccién del nivel de las
formas fosforiladas de la proteina cinasa dependiente de ARNds (PKR) (Figura 4A) y del factor de iniciacion
eucaridtico 2a (elF2a) (Figura 4B), que se ha demostrado que son los responsables de la atrofia muscular inducida
por factores catabdlicos tumorales y altos niveles de glucosa extracelular. Otras enzimas en esta ruta, incluyendo la
fosfolipasa A2 (PLAz) (Figura 4C), proteina cinasa activada por mitégeno p38 (Figura 4D) y las caspasas-3 y -8
(Figura 4E) también estaban atenuadas en los musculos gastrocnemio de ratones ob/ob tratados con ZAG. Estos
cambios eran proporcionales a una disminucién en la sefializacién catabdlica en el musculo en respuesta a ZAG.

La ZAG, pero no la isoprenalina, aumentd la expresion de fosfo HSL en adipocitos, que estaba completamente
atenuada por el inhibidor PD98059" de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) . Aunque la ZAG
aumento la expresion de HSL en adipocitos epididimarios no se produjo incremento alguno ni en los adipocitos
subcutaneos ni en los viscerales (Figuras 5B-5D). Se observd una situacion similar con la expresiéon de la lipasa
adiposa de triglicéridos (ATGL) (Figuras 5E-5G). La expresién de HSL y ATGL correlacionaba con la expresion de la
forma activa (fosfo) de ERK (Figuras 5H-5J). La expresién de HSL y ATGL en adipocitos epididimarios
correlacionaba con un incremento de la respuesta lipolitica al agonista de 3, BRL37344 (Figura 5K). Este resultado
sugiere que ZAG puede actuar sinérgicamente con agonistas de 3.

Como se notificado anteriormente, la administracion ZAG aumentd su expresién en el tejido adiposo (Figura 6A). La
expresion ZAG se mantuvo elevada durante otros 3 dias en cultivo tisular en ausencia de ZAG (Figura 6B). La
expresion de HSL también estaba elevada en los adipocitos durante 3 dias en cultivo de tejidos en ausencia de ZAG
(Figura 6C). La administracion de ZAG incrementé la expresion de UCP1 (Figura 6D) y UCP3 (Figura 6E) en TAM
(Figura 6D) y UCP3 en el musculo esquelético (Figura 6F). Se podria esperar un aumento de la expresion de las
proteinas de desacoplamiento para canalizar los sustratos metabdlicos en calor tal como se ha observado (Figura 1
G).

Después de 21 dias, se observaron los niveles de metabolitos en plasma en los ratones ob/ob (Tabla 2), con los
pardmetros monitorizados mostrados en la Tabla 3. Se observaron un nuevo descenso de la glucosa en sangre (de
2,03 a 15,2 mm) y un aumento de glicerol, lo que parece mayor ya que el control es menor que antes. No se
observaron cambios en los niveles de NEFA, TG o insulina el Dia 21, en comparacion con el Dia 5 (Tabla 1). Se
observé que habia mucha mas insulina en el pancreas en animales tratados con ZAG que mostraban la disminucion
de insulina en plasma, que no se debe a una menor produccion de insulina (por ejemplo, como sucederia con una
toxina contra las células beta del pancreas), sino mas bien al hecho de que se necesita menos insulina para
controlar la glucosa en sangre en los animales tratados con ZAG.

Tabla 2. Niveles plasmaticos de metabolitos e insulina en ratones ob/ob tratados con ZAG el dia 21.

PBS ZAG
Glucosa (mmol/l) 241+23 15,2+ 21 p=0,0085
NEFA (mEqg/l) 0,62 + 0,008 0,22 + 0,06 p=0,0025
Glicerol 290 £ 25,2 450 + 36,2 p=0,0058
Triglicéridos (mmol/l) 1,72 £0,05 0,89 + 0,08 p=0,0072
Insulina (ng/ml) 39,5+ 0,96 28,5+ 0,34 p=0,0056
Insulina en pancreas (pg/g pancreasa) 6,2+3,2 145+25 p=0,0035

Tabla 3. Parametros controlados en los ratones ob/ob tratados con ZAG el dia 21.

Parametro PBS ZAG p
Peso inicial 92,5+ 3,1 93,1+1,9
Peso final 89,9+1,3 83,95+2,2
Alimento (g) 135+6 145+ 4
Agua (ml) 268 £ 15 259 + 20
TAM (g) 0,36 + 0,21 0,4+0,35
Gastrocnemio (g) 0,26 £ 0,15 0,39 +0,12 0,01
Séleo (g) 0,15+ 0,06 0,18 £ 0,07
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Ademas, la temperatura corporal de los ratones ob/ob aumenté de 0,5 ° a 1 °C (Figura 1G) en un plazo de cuatro
dias y alcanzé el maximo a 38,1 °C (Figura 7) justo antes de que perdieran la cantidad maxima de peso. Esto se
correlacionaria con el peso del tejido adiposo marréon que aumenta desde 0,33 + 0,12 g en los controles a 0,52 +
0,08 g en los animales tratados con ZAG (Figura 7). El peso de los musculos gastrocnemio también se incrementé
de 0,2 + 0,05 g a 0,7 + 0,1 g, mientras que hubo una disminucién progresiva en la excrecién de glucosa urinaria
(Figuras 8A y 8B).

Resultados -ratas. El efecto lipolitico de la ZAG humana hacia los adipocitos de epididimo de rata en comparacion
con la isoprenalina se muestra en la Figura 11. A concentraciones entre 233 y 700 nM de ZAG se produjo un
aumento relacionado con la dosis en liberacion de glicerol, que se atenué con los anticuerpos monoclonales anti-
ZAG, que muestran la especificidad de la accién. El alcance de la lipdlisis en adipocitos de rata fue similar al
indicado previamente para ratones. Como en el ratén, el efecto lipolitico de ZAG se vio completamente atenuado por
el antagonista del receptor adrenérgico B3 (B3-AR) SR59230A, lo que sugiere que la accién de ZAG estaba mediada
por el B3-AR. Estos resultados sugieren que ZAG puede ser eficaz en la induccion de la pérdida de grasa en ratas.

El efecto de inyeccion i.v, diaria tnica de ZAG (50 pg/100 g de peso corporal) sobre el peso corporal de las ratas
Wistar macho maduras (540 + 83 g) se muestra en la Figura 12A. En comparacion con las ratas control a las que se
ha administrado el mismo volumen de disolvente (PBS), las ratas a las que se administr6 ZAG mostraron una
disminucion progresiva del peso corporal, de tal manera que después de 10 dias, mientras que las ratas tratadas
con PBS mostraron un aumento de 13 g en el peso corporal, los animales tratados con ZAG mostraron una
disminucion de 5 g en el peso corporal (Tabla 4). No hubo diferencia en la ingesta de alimentos (ZAG: 102 + 32g;
PBS: 98 + 25 g) o de agua (ZAG: 135 + 35 ml; PBS: 125 + 25 ml) entre los dos grupos durante el curso del estudio,
pero los animales tratados con ZAG mostraron una elevacién consistente de 0,4 °C de la temperatura corporal, que
fue significativa dentro de las 24 horas posteriores a la primera administracion de ZAG (Figura 12B), lo que indica un
gasto energético elevado. El analisis de la composicion corporal (Tabla 4) mostré que la pérdida de peso corporal
inducida por ZAG se debié a una pérdida de grasa de la carcasa, que se compensoé parcialmente con un aumento
significativo de la masa corporal magra. Se produjo un incremento del 50 % en la concentracion de glicerol en
plasma en las ratas tratadas con ZAG (Tabla 5), indicativo de un aumento de la lipdlisis, pero una disminucion del 55
% en los niveles plasmaticos de acidos grasos no esterificados (NEFA), lo que sugiere un aumento de la utilizacion.
Los niveles plasmaticos de glucosa y triglicéridos también se redujeron en un 36-37 % (Tabla 5), lo que también
sugiere un aumento de la utilizaciéon. Se produjo un aumento significativo en la captacion de 2-desoxiglucosa en
adipocitos de epididimo de las ratas tratadas con ZAG durante 10 dias, que se aument6 en presencia de insulina
(Figura 12C). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la captacién de glucosa en los adipocitos
de los animales tratados con ZAG o con PBS en presencia de insulina (Figura 12C). Hubo un aumento pequefio, no
significativo en la captacién de glucosa en el musculo gastrocnemio y el TAM de las ratas tratadas con ZAG en
comparacion con los controles de PBS, pero un aumento significativo en la captaciéon en presencia de insulina
(Figura 12D). Estos resultados sugieren que la disminucién de la glucosa en sangre se debe a una mayor utilizacion
por el TAM, el TAB y el musculo esquelético y esto se ve avalado por un aumento de la expresion del transportador
de glucosa 4 (GLUT4) en los tres tejidos (Figura 13).

Tabla 4. Composicion corporal de las ratas macho tras el tratamiento con PBS o ZAG.

T . Peso inicial | Peso final | Cambios en el peso Agua Grasas No grasas
ratamiento
(9) (9) (9) @ )| @ (% | @ (%
PBS 510+ 30 523 +2 +13+3 326 +32 62+2(105+14 20+3|90+6 17+3
ZAG 530 +45 525+ 1 -5+1 331+5 63+3| 92+5° 18+1|96+2° 18+2

Diferencias con respecto a los animales tratados con PBS se muestran como a p<0,05 o b, p<0,01

Tabla 5 — Niveles plasmaticos de metabolitos y de insulina en las ratas tratadas con PBS o ZAG durante 10 dias

Metabolito PBS ZAG
Glucosa (mmol/l) 255+2,3 16,2 + 2,1°
Triglicéridos (mmol/l) 1,75+ 0,01 1,1+0,09°
Glicerol (umol/l) 300 + 52 450 + 51°
NEFA (mEg/l) 0,58 + 0,008 0,26 + 0,06°

Diferencias con respecto a los animales tratados con PBS se muestran como p<0,05; b, p<0,01 o ¢, p<0,001

La administracion de ZAG aumento la expresion de las proteinas de desacoplamiento (UCP)-1 y -3 tanto en TAM
como TAB casi al doble (Figuras 13A y 13B), lo que contribuiria a un aumento de la utilizacién de sustratos. En ratas
tratadas con ZAG también se produjo un aumento de la expresion de las enzimas lipoliticas lipasa adiposa de
triglicéridos (ATGL) y lipasa sensible a hormonas (HSL) en el tejido adiposo de epididimo (Figura 15), de nuevo con
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un aumento de dos veces. La ATGL es principalmente responsable de la hidrélisis del primer enlace éster en una
molécula de triacilglicerol que forma diacilglicerol, mientras que su conversién en monoacilglicerol se lleva a cabo
por HSL. La expresion de ZAG también se incremento significativamente en el musculo esquelético, (Figura 16A), el
TAB (Figura 16B) y el TAM (Figura 16C) de ratas tratadas con ZAG durante 10 dias, lo que muestra que de ZAG
exogena refuerza su propia produccion en los tejidos periféricos.

Se produjo una reduccién significativa en la expresién de las formas fosforiladas tanto de la proteina cinasa
dependiente de ARNds (PKR) como del factor de iniciaciéon eucariético 2 (elF2) en la a-subunidad en el musculo
gastrocnemio de ratas tratadas con ZAG, mientras que la cantidad total no cambié (Figuras 17A y 17B). Se han
observado cambios similares en ratones ob/ob tratados con ZAG (resultados no publicados) y fueron consistentes
con una depresion de la degradacion de proteinas y un aumento de la sintesis de proteinas en el musculo
esquelético.

Ejemplo 2
Intervalo de administracion de cinc-az-glucoproteina

Se observé que la administracion diaria a largo plazo de ZAG en ratones ob/ob tiene como resultado un cese de la
pérdida de peso. Como tal, se determiné que un descanso de 3-4 dias, seguido de la reinfusion de ZAG tuvo como
resultado pérdida de peso continuo y mejora de los sintomas asociados con la hiperglucemia.

Sin desear quedar limitados por la teoria, puede ser que los sujetos estén recibiendo demasiada ZAG o que haya
desensibilizacion de los receptores como se ve con TNF. Se realizé un estudio piloto con 2 ratones en cada grupo
para determinar la planificacién 6ptima de administracion de ZAG. Se observé una pérdida de peso de 8-10 g en un
raton de 90 g en aproximadamente 3 semanas.

Los adipocitos se extrajeron de ratones después de 5 dias de ZAG y su capacidad de respuesta a la isoprenalina
(iso) se midid después del cultivo en ausencia de ZAG (Figura 9). La capacidad de respuesta a la iso es mayor en
los ratones tratados con ZAG y esto continta durante otros 4 dias (que fue cuando se aumentoé la expresion de ZAG
y HSL) y después disminuye el dia 5 (cuando no se aumentd la expresion) hasta valores del control PBS.

Ejemplo 3
La cinc-ax-glucoproteina atenda la atrofia muscular en ratones ob/ob

Este ejemplo demuestra el mecanismo por el que la ZAG atenua la atrofia muscular en ratones ob/ob usando un
modelo in vitro recién desarrollado (Russell et al, Exp. Cell Res. 315, 16-25, 2009). Este utiliza miotubos murinos
sometidos a altas concentraciones de glucosa (10 o 25 mm). Como se muestra en la Figura 18 los niveles elevados
de glucosa estimulan un aumento de la degradacion de proteinas (Figura 18A) y deprimen la sintesis de proteinas
(Figura 18B) y estos dos efectos se atenuaron completamente por la ZAG (25 ug/ml). Por lo tanto se determiné si el
efecto de ZAG estaba mediado por un B3-AR usando el antagonista SR59230A. Sin embargo, el compuesto SR (es
decir, SR59230A) también puede actuar como un agonista 3, lo que parecia hacer en estos experimentos. Por lo
tanto la degradacion de proteinas inducida tanto por glucosa 10 como por glucosa 25 mM se atenué tanto por ZAG
como por el compuesto SR y la combinacion fue aditiva en lugar de antagénica (Figura 19). Para la sintesis de
proteinas (Figura 20) el compuesto SR parece ser similar a ZAG sin evidencias de inversién, mientras que con
glucosa 10 mM, el compuesto SR provoca un aumento de la depresion de la sintesis de proteinas.

Ejemplo 4

La cinc-ax-glucoproteina atenta la formacion de ROS

Se ha demostrado que la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) es importante en la degradacion de
proteinas inducida por la alta carga de glucosa. Los datos de la Figura 21 muestran que la ZAG atenua por completo
el aumento de ROS producido por la glucosa, lo que se corresponde con la disminucién de la degradacion de
proteinas (Figura 18A). Los niveles altos de glucosa también inducen la activacion (fosforilacion) de la PKR (Figura
22A) y la posterior fosforilacion de elF2o (Figura 22B) como se ve en el musculo esquelético de ratones ob/ob, lo
que también se atenud por ZAG. Estos resultados sugieren que este modelo in vitro sera util para estudiar como
afecta la ZAG a la masa muscular al nivel molecular.

Ejemplo 5

La cinc-az-glucoproteina aumenta la tolerancia a la insulina

También se realizé una prueba de tolerancia a la insulina en ratones ob/ob a los que se administré ZAG durante 3
dias (Figura 23). A los animales se les administraron dos dosis de insulina (10 y 20 U/kg) mediante inyeccién i.p. y la
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glucosa en sangre se midi6 durante los siguientes 60 minutos. Como se puede ver (Figura 23A) los animales
tratados con ZAG mostraron un aumento de la sensibilidad a la insulina (10 U/kg) respecto a los que recibieron PBS.
A la concentracion de insulina mas alta (20 U/kg) esta diferencia desaparecio (Figura 23B). La curva de desaparicion
de la glucosa para 20 U/kg + PBS fue casi idéntica a 10 U/kg + ZAG, lo que a este nivel de dosis de ZAG es reducir
la necesidad de insulina en un 50 %, pero esto puede superarse administrando mas insulina.

Ejemplo 6
Administracion durante 5 dias de cinc-az-glucoproteina

Los datos que se muestran en el Anexo 1 proceden de un estudio de 5 dias en el que se administré ZAG a 35 ug al
dia i.v. diariamente durante 5 dias. Al final del experimento se extrajeron los tejidos y se transfirieron, o se llevaron a
cabo ensayos funcionales con los adipocitos aislados. Como puede verse en la Figura 6A, la administracion ZAG
multiplicd aproximadamente por dos su expresion en la grasa del epididimo (ep), subcutanea (sc) y visceral (vis).
Cuando se prepararon tejidos adipocitos ep y se mantuvieron en cultivo tisular (RPMI 1640 + FCS al 10 %), la
expresion de ZAG expresion se mantuvo durante otros 3 dias, a pesar de que no se afadié ZAG al medio de cultivo
(Figura 6B). Ademas, los adipocitos de ratones tratados con ZAG mostraron una mayor respuesta a la isoprenalina
(10 uM) y esto también se mantuvo durante 4 dias en cultivo de tejidos en ausencia de ZAG (Figura 9). El aumento
de la respuesta a la isoprenalina se debe a un aumento de la expresién de la HSL por ZAG y esto también se
mantuvo en cultivo de tejidos durante 4 dias en ausencia de ZAG (Figura 6C). Estos resultados muestran que los
efectos de ZAG se mantienen durante 3 dias cuando se retira la ZAG y por lo tanto no se tiene que administrar todos
los dias. De hecho, como se traté anteriormente, es mas probable que el exceso de ZAG conduzca a la resistencia
en lugar de a un aumento de la respuesta.

Un aumento de la expresion de HSL solo se observo en los adipocitos ep después de 5 dias de ZAG (Figuras 5B-
5D), como en ATGL (Figuras 5E-5G). Hubo un aumento en la expresion de pERK unicamente en el tejido adiposo ep
(Figuras 5H-5J) y un inhibidor de pERK (PD98059 10 uM) atenu6 el aumento en la expresion de HSL en los
adipocitos ep incubados con ZAG durante 3 horas (Figura 5A). ZAG aumento la expresion de UCP1 y UCP3 en TAM
(Figuras 6D y 6E) y musculo (Figura 6F) lo que explicaria el aumento de la temperatura corporal y el descenso de
TG y NEFA en suero a pesar del aumento de la lipdlisis.

Aunque la invencién se ha descrito con referencia a los ejemplos anteriores, se entendera que se incluyen
modificaciones y variaciones dentro del espiritu y alcance de la invencion. De acuerdo con lo anterior, la invencion
esta limitada solamente por las reivindicaciones siguientes.

Listado de secuencias

<110> ASTON UNIVERSITY TISDALE, Michael j. RUSSELL, Steve
<120> GLUCOPROTEINAS QUE TIENEN PROPIEDADES MOVILIZADORAS DE LIPIDOS Y USOS
TERAPEUTICOS DE LAS MISMAS

<130> Documento HALSA1120-2WO

<150> Documento US 61/253.023

<151> 19-10-2009

<150> Documento US 61/112.623

<151> 7-11-2008

<160> 6

<170> Patentin version 3.5

<210> 1

<211> 276

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene la secuencia que se muestra en la SEC ID N.°: 1 para uso en la mejora de los sintomas
de hiperglucemia administrando al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz durante un periodo de 21 dias o mayor,
en el que existe una mejora continua de los sintomas de hiperglucemia durante el curso del tratamiento.

2. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la dosis es diaria durante 21 dias, o en dias
alternos, cada 2 dias, o cada 3 dias durante 21 dias.

3. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la mejora de los sintomas comprende uno o
mas de los sintomas seleccionados entre el grupo que consiste en una disminucién de los niveles séricos de
glucosa, una disminucion de los niveles séricos de triglicéridos, una disminucién de los niveles séricos de insulina y
una disminucién de los niveles séricos de acidos grasos no esterificados, en comparacion con los niveles séricos
antes del tratamiento.

4. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la mejora de los sintomas incluye un
incremento de la temperatura corporal de aproximadamente 0,4 a 1 °C en un plazo de 4 dias desde el inicio del
tratamiento, en comparacion con la temperatura corporal antes del tratamiento.

5. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la mejora de los sintomas incluye una
disminucion de los niveles de insulina en plasma en un plazo de 3 dias desde el inicio del tratamiento, en
comparacion con los niveles de insulina en plasma antes del tratamiento.

6. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que se produce una disminucién del 36 % en los
niveles de insulina en plasma en comparacion con los niveles de insulina en plasma antes del tratamiento.

7. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que se produce una disminucién del 36 % en los
niveles de glucosa en plasma y en los niveles de triglicéridos en plasma en comparacién con los niveles de glucosa
en plasma y con los niveles de triglicéridos en plasma antes del tratamiento.

8. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la mejora de los sintomas comprende la
normalizacion de los niveles de glucosa en sangre y la secrecion de insulina en respuesta a glucosa intravenosa en
un plazo de 3 dias desde el inicio del tratamiento.

9. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la mejora de los sintomas comprende un
incremento de los niveles de insulina en pancreas, en comparacion con los niveles de insulina en pancreas antes del
tratamiento.

10. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la mejora de los sintomas comprende un
incremento de la expresién de la proteina 1 de desacoplamiento (UCP-1) y la proteina 3 de desacoplamiento (UCP3)
en el tejido adiposo marrén, en comparacion con la expresion de UCP1 y UCP3 antes del tratamiento.

11. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la mejora de los sintomas comprende un
incremento de la expresion de UCP3 en musculo esquelético, en comparacion con la expresion de UCP3 antes del
tratamiento.

12. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido se administra dos veces al
dia.

13. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido se administra por via
intravenosa, subcutanea, intraperitoneal u oral.

14. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido se administra una vez cada
tres dias.

15. El polipéptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido esta glucosilado.
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