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DESCRIPCION
Uso de una membrana de célula vegetal para el tratamiento de la obesidad
Campo de invencion

La presente invencion se refiere al uso de una composicion que comprende al menos una membrana celular o
partes de la misma, para la reduccion de la actividad lipolitica y/o para retrasar la digestion de grasas, para suprimir
el apetito, para disminuir el peso corporal y/o para reducir los lipidos sanguineos. La invencién también se refiere al
uso de dicho péptido hidréfobo en un producto farmacéutico asi como a una composicién alimenticia y a métodos de
tratamiento de un mamifero con dicha composicion.

Antecedentes de invencion

El sobrepeso y la obesidad se han convertido en un problema mundial creciente. La obesidad conduce a un
aumento concomitante en varias enfermedades tales como diabetes, arteriosclerosis, hipertensién asi como
determinadas formas de cancer. Una dieta rica en grasas, o bien solas o bien con sacarosa anadida, es uno de los
factores mas importantes que provocan obesidad, puesto que estas dietas promueven facilimente que se coma en
exceso. Por tanto, es de gran importancia optimizar el control del apetito por grasa de la dieta para reducir la
obesidad. La saciedad de grasa se dirige principalmente desde el intestino, tal como se demuestra a través de la
infusion de grasa en el intestino, que reduce la ingesta de alimento (Greenberg D. y Smith, G.P., Psychosomatic
medicine 58: 559-569, 1996). El motivo de la supresiéon de la ingesta de alimento en estas condiciones es la
liberacion de diversos péptidos de saciedad en el intestino por el contacto de la grasa con la mucosa intestinal.
Puesto que los &cidos grasos, los productos de la grasa de la dieta, se absorben inmediatamente después de su
produccion, una tasa reducida de digestion de grasas optimizaria tedricamente la saciedad de grasa.

La enzima clave durante la digestion intestinal de grasas es la lipasa pancreatica. El uso de un inhibidor de lipasa
(Xenical) como farmaco contra la obesidad esta bien establecido (Sjéstrom L. et al, Lancet 352: 167-172, 1998). El
inhibidor de lipasa no solo reduce el peso corporal sino que también mejora la resistencia a la insulina. Tales
hallazgos proporcionan por tanto fuertes evidencias de un papel de la digestién intestinal de las grasas en la
saciedad de grasa y la sensibilidad a la insulina. La desventaja de este inhibidor de lipasa es que inhibe todos los
tipos de lipasas y produce esteatorrea debido a una digestion de grasas fuertemente alterada. Por tanto, es de
importancia primordial desarrollar un compuesto natural que retrase la digestion de grasas de un modo mas suave
sin provocar esteatorrea como efecto secundario.

En el documento WO 2004/016092, se dan a conocer polvo o extractos de hojas de plantas con efectos contra la
obesidad y alimentos contra la obesidad que los comprenden, y mas particularmente, composiciones de alimentos
contra la obesidad que comprenden polvo o extractos de uno o mas seleccionados del grupo que consiste en hojas
de caqui, hojas de trigo sarraceno, hojas de cauqui, hojas de endivia y un ginseng.

Se ha encontrado un compuesto natural de alto valor nutritivo que retrasa la digestion de grasas, suprime el apetito
aumentando las hormonas de saciedad y disminuye los niveles de triglicéridos séricos.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una composicién para la reduccién de la actividad lipolitica y/o para
retrasar la digestion de grasas, para suprimir el apetito, para disminuir el peso corporal y/o para reducir los lipidos
sanguineos. Al reducir la actividad lipolitica, la digestion de grasas se retrasara y el apetito se suprimira y de ese
modo una saciedad potenciada para la prevencion de por ejemplo la obesidad.

En un primer aspecto la invencion se refiere a una composicién que comprende una fraccion de membrana celular
obtenida de una planta o alta, comprendiendo dicha fracciéon al menos una membrana celular de un cloroplasto o un
tilacoide, o partes de los mismos, para su uso en el tratamiento del sindrome metabdlico u obesidad.

Segun un segundo aspecto la invencion se refiere al uso de dicha composicion como una composicién farmacéutica.
Segun un tercer aspecto la invencion se refiere al uso de dicha composicion como una composicién alimenticia.
Segun un cuarto aspecto la invencion se refiere al uso no terapéutico de una composicion que comprende una
fraccion de membrana celular obtenida de una planta, o alga, comprendiendo dicha fraccién al menos una
membrana celular de un cloroplasto o un tilacoide, o partes de los mismos, para suprimir el apetito y/o para disminuir
el peso corporal.

La composiciéon inventada puede usarse para regular el apetito, tal como para el tratamiento del sindrome
metabdlico o bien como una enfermedad o bien como un trastorno.
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Breve descripcion de dibujos

La figura 1 muestra la inhibicion de lipasa pancreatica mediante membranas biolégicas de hojas. Membranas de
cloroplastos de espinaca (circulos rellenos); trébol (cuadrados negros); Arabidopsis thaliana (triangulos); colza
(circulos) y remolacha azucarera (cruces).

La figura 2 muestra la inhibicion de lipasa pancreéatica mediante membranas biol6gicas: Mitocondrias de tubérculo de
patata (cuadrados), mitocondrias de corazén de pollo (circulos rellenos), membrana plasmatica de hoja de espinaca
(rombos), membranas de Synechocystis (cruces) y cromatdforos de Rhodospirillum rubrum (triangulos).

La figura 3 muestra la inhibicion de lipasa pancreatica mediante proteinas de membrana aisladas. Complejo de
clorofila a/b de captacion de luz, LHC Il (triangulos), polipéptido sintético con la misma secuencia de aminoacidos (es
decir, VIHCRWAMLGALGCVFPELL) que una de las hélices alfa de LHCII (cruces), transhidrogenasa (rombos) y
complejo de citocromo bef (cuadrados).

La figura 4 muestra el efecto del tratamiento con membranas de cloroplasto, (tilacoides) durante la dieta rica en
grasas durante once dias en rata Sprague-Dawley. Ingesta de alimento con membranas de cloroplasto (cuadrados)
y sin ellas (triangulos). La ingesta de alimento diaria se facilita como medias £ E.E.M. de ocho animales en cada
grupo (n=8). Los datos sobre el aumento de peso corporal, triglicéridos séricos y colecistoquinina plasmatica tras el
comienzo del tratamiento con tilacoides se muestran en la tabla 1.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones
En el contexto de la presente solicitud e invencion, se aplican las siguientes definiciones:

El término “membrana celular’ pretende significar una membrana celular biolégica natural o producida de manera
sintética modificada o no modificada, de origen animal, vegetal o microbiano, en la que la membrana celular
comprende membranas celulares intactas o fracciones de las mismas asi como partes de las mismas o mezclas de
partes y membranas celulares intactas, tales como los péptidos hidréfobos o proteinas hidrofobas de dicha
membrana celular. Parte de la membrana celular puede tener entre 0,1 y 0,5 um y puede comprender Unicamente
uno o mas péptidos transmembrana.

El término “péptido hidréfobo” pretende significar un péptido que tiene al menos el 85% de residuos de aminoacido
hidr6fobos seleccionados del grupo que consiste en alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
triptéfano, metionina, glicina, cisteina junto con unos cuantos aminoacidos con residuos cargados tales como
arginina y acido glutamico.

El término “actividad lipolitica” pretende significar la tasa de hidrélisis de lipidos por lipasas.

El término “péptido transmembrana” pretende significar al menos los residuos de aminoacido que forman la parte
transmembrana de la proteina. El péptido puede ser una o mas partes transmembrana de una proteina
transmembrana, tal como un tramo que comprende entre 15y 25 residuos de aminoacido y multiplos de los mismos.

Composicion

La invencion se refiere al uso de una composicién que comprende al menos una membrana celular o partes de la
misma, para la reduccién de la actividad lipolitica y/o para retrasar la digestion de grasas, para suprimir el apetito,
para disminuir el peso corporal y/o para reducir los lipidos sanguineos. Al reducir la actividad lipolitica es posible
retrasar la digestion de grasas, suprimir el apetito, disminuir el peso corporal y/o reducir los lipidos sanguineos. De
ese modo es posible por primera vez regular eficazmente el apetito de un mamifero, tal como un ser humano u otro
animal. Al permitir la posibilidad de regular la actividad lipolitica, una formacion lenta de acidos grasos en el intestino
promoverd y prolongara la saciedad.

La composicion puede comprender al menos la parte transmembrana de una proteina bioldgica, en la que dicha
parte transmembrana comprende residuos de aminoacido hidréfobos. Por consiguiente la composicién comprende
una membrana biolégica o partes de la misma, en la que dicha membrana biolégica comprende al menos dicho
péptido hidrofobo. La composicion puede comprender al menos un péptido hidréfobo de membrana celular que tiene
desde aproximadamente 15 hasta aproximadamente 25 residuos de aminoacido, tal como 2, 3, 4 6 5 péptidos
hidr6fobos que se derivan de la misma proteina o proteinas diferentes y la composicion puede comprender

Las membranas celulares biolégicas aparecen por ejemplo en todas las células vivas y constituyen una gran parte
de la masa celular. Ejemplos de fracciones de membrana celular segln la invencién son fracciones de membrana
celular obtenidas de plantas, algas o fracciones de membrana celular de partes de las mismas, que son sintéticas o
una mezcla de las mismas. En procariotas, hay una Gnica membrana plasmatica 0 membranas plasmaticas dobles y
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en bacterias fotosintéticas también la membrana fototosintética, los tilacoides. En eucariotas las membranas
incluyen la membrana plasmatica, el reticulo endoplasmatico, la membrana de Golgi, la membrana nuclear, la
membrana lisosémica, las membranas mitocondriales y para las algas verdes y las plantas también las membranas
de cloroplastos que incluyen las dos membranas de la envuelta y la membrana fotosintética, los tilacoides. Las
membranas biolodgicas se componen de proteinas y lipidos. Todas las membranas biolégicas contienen proteinas de
membrana intrinsecas con una o varias cadenas polipeptidicas transmembrana compuestas por aminoacidos
hidr6fobos. La mayoria de los lipidos, tales como fosfolipidos y galactolipidos, forman bicapas en las que las
proteinas de membrana intrinsecas/transmembrana estéan incrustadas. Ademas, se unen proteinas extrinsecas a la
superficie de la membrana. Los tilacoides son responsables de la fotosintesis en plantas, algas verdes y en las
bacterias fotosintéticas tales como bacterias purpuras y verde-azuladas. La membrana del tilacoide consiste en
proteinas y lipidos en una razén de aproximadamente el 70/30 por ciento. Hay mas de 100 proteinas diferentes en la
membrana; en la fraccién lipidica predominan los galactolipidos siendo los acidos grasos principales del tipo de
omega-3. Ademas, la membrana del tilacoide contiene varios pigmentos diferentes, clorofila a, clorofila b,
plastoquinonas, los carotenoides B-caroteno, luteina, violaxantina y neoxantina. Esto significa que los tilacoides
tienen una composicién de alto valor nutritivo y lo mismo se aplica a membranas sintéticas que tienen la misma o
sustancialmente la misma composicion que los tilacoides, es decir, pueden usarse cloroplastos asi como los
tilacoides en el aditivo alimentario asi como en el producto alimenticio de la invencion. Ejemplos de membranas
biol6gicas son los cloroplastos o las membranas de tilacoides y la membranas pueden obtenerse de trébol, colza,
remolacha azucarera, diente de ledn, Arabidopsis thaliana, maiz, tabaco, girasol, lechuga, Chenopodium, Atriplex,
espinaca y hierbas o una mezcla de los mismos.

Por consiguiente, si la composicion comprende al menos un péptido hidréfobo, dicho péptido puede tener una
longitud de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 6 24 residuos de aminoacido. Se muestran ejemplos de péptidos en SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 o mezclas de las mismas asi como los péptidos pueden estar
operativamente unidos entre si. Los residuos de aminoacido pueden seleccionarse del grupo que consiste en
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina, glicina, cisteina junto con unos cuantos
aminoacidos con residuos cargados tales como arginina y acido glutamico. Los residuos de aminoacido y el péptido
pueden producirse de manera sintética o natural y lo mismo se aplica para los residuos de aminoécido, es decir,
pueden ser naturales o sintéticos siempre que sean hidréfobos o porten un residuo cargado. La fraccion de
membrana puede ser una fraccion de membrana celular, que se ha tratado con una o mas enzimas para
proporcionar trozos mas pequefos de las membranas celulares.

Dicha membrana bioldgica o parte de la misma de la invencién puede tener una distribucion de tamafio de 0,1 um a
aproximadamente 5 um, tal como 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,56 1,0 um.

Adicionalmente el péptido hidréfobo puede tener de desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 50 residuos
de aminoacido adicionales y puede modificarse también mediante amidacion, esterificacion, acilacion, acetilacion,
pegilacion o alquilacion.

Las membranas fotosintéticas son las mas abundantes, con respecto a la masa, de todas las membranas biologicas
sobre la tierra. Las hojas verdes de plantas constituyen una fuente conveniente y abundante para el aislamiento y la
preparacién en una gran cantidad de membranas de cloroplasto para el fin de esta invencion.

Pueden aislarse membranas biolégicas de muchos modos diferentes, tales como los mencionados en los ejemplos.
El mas comun es disgregar en primer lugar las células mecéanicamente, lo que produce vesiculas de membrana con
diferente tamano y composicion. Se retiran residuos celulares grandes mediante centrifugacién a baja velocidad vy,
entonces, las vesiculas de membrana del sobrenadante se recogen mediante centrifugaciéon diferencial o
centrifugacién en gradiente. Alternativamente los residuos celulares grandes se retiran mediante filtracion, y las
vesiculas de membrana se recogen mediante centrifugacién.

También es posible disefiar métodos que no implican centrifugacién. En este caso los residuos celulares grandes se
retiran en primer lugar mediante filtracién. Las membranas celulares pueden flocularse entonces, es decir
precipitarse mediante diferentes procedimientos tales como:

1. Adicién de &cido o una base de manera que se alcanza un pH en el que se logra la precipitacion.

2. Adiciones de polimeros con mas o menos grupos cargados diferentes, lo que induce la precipitacién.

3. Calentamiento de la suspensién de vesiculas tal como entre 40-100°C.

4. Recogida de vesiculas mediante reparto en un sistema bifasico acuoso mediante lo cual las vesiculas se
concentran en una fase de volumen pequeno (Albertsson P.A. Partition of cell Particles and macromolecules. Wiley,

Nueva York, 1986).

5. Recogida en una interfase de un sistema bifasico liquido-liquido, tal como el sistema de fases proporcionado en 4)
o un sistema de fases de agua-aceite.
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6. Recogida en una interfase de un sistema de fases de agua-aceite que conduce a una emulsion.
7. Adsorciéon sobre material sélido tal como fosfato de calcio, silice, diversas resinas de intercambio idnico.

8. Congelacion y descongelacién mediante lo cual los cristales de agua formados concentran las vesiculas en
agregados, que tras la descongelacioén floculan.

Los péptidos hidrofobos pueden sintetizarse mediante métodos quimicos convencionales, incluyendo sintesis
mediante un procedimiento automatizado. En general, se sintetizan analogos de péptidos basandose en la estrategia
de proteccion con Fmoc en fase soélida convencional con HATU (N-OXIDO DE HEXAFLUOROFOSFATO DE N-
[DIMETILAMINO-1H-1.2.3.-TRIAZOLO[4,5-B]PIRIDIN-1-ILMETILEN]-N-METILMETANAMINIO) como agente de
acoplamiento u otros agentes de acoplamiento tales como HOAt-1-HIDROXI-7-AZABENZOTRIAZOL. El péptido se
escinde de la resina de fase solida con acido trifluoroacético que contiene eliminadores apropiados, lo que también
desprotege grupos funcionales de cadenas laterales. El péptido en bruto se purifica adicionalmente usando
cromatografia de fase inversa preparativa. Pueden usarse otros métodos de purificacion, tales como cromatografia
de reparto, filtracion en gel, electroforesis en gel o cromatografia de intercambio iénico. Otras técnicas de sintesis,
conocidas en la técnica, tales como la estrategia de proteccién con tBoc, o el uso de diferentes reactivos de
acoplamiento o similares pueden emplearse para producir péptidos equivalentes.

Los péptidos pueden sintetizarse alternativamente mediante produccién recombinante (véase, por ejemplo, la
patente estadounidense n.% 5.593.866). Una variedad de sistemas huésped son adecuados para la produccion de los
anéalogos de péptido, incluyendo bacterias, tales como E. coli, levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae o
Pichia, insectos, tales como Sf9, y células de mamifero, tales como CHO o COS-7. Hay muchos vectores de
expresion disponibles para usarse para cada uno de los huéspedes y la invencién no se limita a ninguno de ellos
siempre que el vector y el huésped puedan producir el péptido antimicrobiano. Pueden encontrarse vectores y
procedimientos para la clonacion y expresion en E. coli en, por ejemplo, Sambrook et al. (Molecular Cloning.: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1987) y Ausubel et al. (Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Co., 1995).

La composicién inventada puede estar en cualquier forma, tal como un extracto natural obtenido mediante un
método convencional tal como uno de los mencionados a continuacion, asi como estar secada, congelada o secada
por congelacion.

La composicién inventada puede usarse como aditivo alimentario y puede mezclarse con otros componentes tales
como grasa, mantequilla, margarina, aceites, nata, leche, queso, brie, harina, zumos, refrescos, tés o bien antes de
afadirse a un producto alimenticio o bien o durante la adicién al producto alimenticio.

Dicho aditivo alimentario o composicién alimenticia que comprende dicha composicién puede ser solido, semisélido
o estar en una forma liquida. Ademas puede estar secado por congelacion, secado por pulverizacion o liofilizado. El
aditivo alimentario inventado puede usarse en cualquiera clase de producto alimenticio asi como usarse solo.
Ejemplos de productos alimenticios son grasa, mantequilla, margarina, aceites, nata, leche, queso, brie, harina,
zumos, refrescos, tés. Otros ejemplos son yogur, helado, pasteles, pan y aderezos.

La composicién inventada también puede usarse como composicién farmacéutica. La composicion farmacéutica
comprende la composicién inventada asi como un tampén, excipiente, portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Un ejemplo de una enfermedad que va a tratarse es el sindrome metabdlico, o bien como enfermedad o
bien como trastorno.

“Farmacéuticamente aceptable” significa un material no téxico que no disminuye la eficacia de la actividad biolégica
de los principios activos, es decir, el/los péptido(s) antimicrobiano(s). Tales tampones, portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables se conocen bien en la técnica (véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182
edicion, A.R Gennaro, Ed., Mack Publishing Company (1990) y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 32 edicién,
A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press (2000).

El término “tampo6n” pretende significar una disolucion acuosa que contiene una mezcla de &cido-base con el fin de
estabilizar el pH. Ejemplos de tampones son Trizma, Bicina, Tricina, MOPS, MOPSO, MOBS, Tris, Hepes, HEPBS,
MES, fosfato, carbonato, acetato, citrato, glicolato, lactato, borato, ACES, ADA, tartrato, AMP, AMPD, AMPSO, BES,
CABS, cacodilato, CHES, DIPSO, EPPS, etanolamina, glicina, HEPPSO, imidazol, &cido imidazol-lactico, PIPES,
SSC, SSPE, POPSO, TAPS, TABS, TAPSO y TES.

El término “diluyente” pretende significar una disolucién acuosa o no acuosa con el fin de diluir el péptido en la
preparacion farmacéutica. El diluyente puede ser uno o mas de solucion salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol,
etanol o aceites (tales como aceite de cartamo, aceite de maiz, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon o
aceite de sésamo).
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El término “adyuvante” pretende significar cualquier compuesto afiadido a la formulacién para aumentar el efecto
bioldgico del péptido. El adyuvante puede ser uno o méas de sales de zinc, cobre o plata con diferentes aniones, por
ejemplo, pero sin limitarse a fluoruro, cloruro, bromuro, yoduro, tiocianato, sulfito, hidréxido, fosfato, carbonato,
lactato, glicolato, citrato, borato, tartrato y acetatos de diferente composicion de acilo.

El excipiente puede ser uno o mas de hidratos de carbono, polimeros, lipidos y minerales. Los ejemplos de hidratos
de carbono incluyen lactosa, sacarosa, manitol y ciclodextrinas, que se afiaden a la composicién, por ejemplo, para
facilitar la liofilizacién. Ejemplos de polimeros son almidén, éteres de celulosa, celulosa, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxietilcelulosa, etilhidroxietilcelulosa, alginatos, carragenanos, éacido hialurénico y
derivados del mismo, poli(acido acrilico), polisulfonato, copolimeros de polietilenglicol/poli(6xido de etileno),
poli(oxido de etileno)/poli(éxido de propileno), poli(alcohol vinilico)/poli(acetato de vinilo) de diferente grado de
hidrolisis y polivinilpirrolidona, todos de diferente peso molecular, que se afiaden a la composicién, por ejemplo, para
el control de la viscosidad, para conseguir bioadhesién o para proteger el lipido de la degradaciéon quimica y
proteolitica. Ejemplos de lipidos son acidos grasos, fosfolipidos, mono, di y triglicéridos, ceramidas, esfingolipidos y
glicolipidos, todos de diferente longitud y saturacion de la cadena de acilo, lecitina de huevo, lecitina de soja, lecitina
de huevo y soja hidrogenada, que se afaden a la composicion por motivos similares a los de los polimeros.
Ejemplos de minerales son talco, 6xido de magnesio, 6xido de zinc y Oxido de titanio, que se afiaden a la
composicion para obtener beneficios tales como reduccién de la acumulacion de liquido o propiedades de pigmento
ventajosas.

Las composiciones de la invencién pueden estar también en forma de geles de polimero, en donde se usan
polimeros tales como almidon, éteres de celulosa, celulosa, carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, etilhidroxietilcelulosa, alginatos, carragenanos, acido hialurdénico y derivados del mismo,
poli(acido acrilico), polisulfonato, copolimeros de polietilenglicol/poli(6xido de etileno), poli(dxido de
etileno)/poli(6xido de propileno), poli(alcohol vinilico)/poli(acetato de vinilo) de diferente grado de hidrdlisis y
polivinilpirrolidona para espesar la disolucion que contiene el péptido.

Las composiciones farmacéuticas pueden someterse a operaciones farmacéuticas convencionales tales como
esterilizacion y/o pueden contener adyuvantes convencionales tales como conservantes, estabilizadores, agentes
humectantes, emulsionantes, tampones, cargas, etc., por ejemplo, como se dan a conocer en otra parte en el
presente documento.

Formas de preparacion adecuadas son, por ejemplo granulos, polvos, comprimidos, comprimidos recubiertos,
(micro) capsulas, jarabes, emulsiones, microemulsiones, definidas como sistemas termodindmicamente estables
Opticamente isotropicos que consisten en agua, aceite y tensioactivo, fases liquido-cristalinas, definidas como
sistemas caracterizados por orden de largo alcance pero desorden de corto alcance (los ejemplos incluyen fases
laminar, hexagonal y cubica, continuas o bien de agua o bien de aceite), o sus homdlogos dispersados, geles,
pomadas, dispersiones, suspensiones, cremas, aerosoles, gotitas o disolucion inyectable en forma de ampolla y
también preparaciones con liberacion prolongada de compuestos activos, en cuya preparacién se usan
habitualmente excipientes, diluyentes, adyuvantes o portadores tal como se describié anteriormente.

Las composiciones farmacéuticas se administraran a un paciente en una dosis farmacéuticamente eficaz. Por “dosis
farmacéuticamente eficaz” quiere decirse una dosis que es suficiente para producir los efectos deseados en relacion
con el estado para el que se administra. La dosis exacta depende de la actividad del compuesto, el modo de
administracion, la naturaleza y la gravedad del trastorno, la edad y el peso corporal del paciente; pueden necesitarse
diferentes dosis. La administracion de la dosis puede llevarse a cabo tanto mediante administracién individual en
forma de una unidad de dosis individual o en su lugar varias unidades de dosis mas pequefias como también
mediante la administracion multiple de dosis subdivididas a intervalos especificos.

La presente invencion se refiere tanto a seres humanos como a otros mamiferos tales como caballos, perros, gatos,
vacas, cerdos, camellos, entre otros. Por tanto los métodos pueden aplicarse a tanto terapia humana como
aplicaciones veterinarias. Los objetos adecuados para un tratamiento de este tipo pueden identificarse mediante
hitos bien establecidos.

A continuacién sigue, como ejemplo de la invencién, una descripcion del aislamiento de membranas de cloroplasto,
los tilacoides, a partir de espinaca y su aplicacion en la inhibicion de la actividad lipasa pancreatica y la reduccion de
la ingesta de alimento. Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar, pero no limitar, la invencion de cualquier manera,
conformacion o forma, o bien explicita o bien implicitamente.

EJEMPLO 1
Preparacion de membranas y proteinas de membrana
Se aislaron tilacoides tal como se describe en Danielsson et al. Biochim Biophys Acta 1608, 53-61 (2004) para su

uso en el ensayo de lipasa. Para preparar alimentos, se aislaron los tilacoides tal como sigue: se homogeneizaron
hojas en una mezcladora y se filtraron a través de cuatro capas de malla de nailon (20 um). Se centrifugd el filirado a
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5000 g durante 10 min para recoger los tilacoides. Se lavaron estos mediante resuspension en agua y volvieron a
centrifugarse como anteriormente. Extraccion de lipidos: Se incubaron 4 ml de suspension de tilacoides (3,8 mg de
clorofila/ml) mezclados con 40 ml de cloroformo/metanol durante 1 h sobre hielo. Tras la centrifugacion a 4000 g
durante 10 min, se extrajo el sedimento una segunda vez y se centrifugdé como anteriormente. Se sec6 el sedimento
al aire y se extrajo con 10 ml de la disolucién tampdn usada para el aislamiento de tilacoides sobre hielo para retirar
proteinas solubles en agua. Se centrifugdé la muestra a 4000 g durante 10 min y se recogié el sedimento. Se
denomind esto “fraccion de proteina de membrana” (figura 1). Se llev6 a cabo tratamiento con tripsina incubando los
tilacoides con 300 pg de tripsina (Sigma tipo 111)/mg de clorofila, en tampén fosfato 20 mM (pH 7,4), durante 45 min a
37°C. Tras anadir fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, para inhibir la tripsina, se recogieron los tilacoides
mediante centrifugacién durante 10 min a 900 g. Se determin6 la clorofila tal como se describié anteriormente
(Danielsson et al. Biochem Biophys Acta 1608, 53-61 (2004) y la proteina segun Bradford (Bradford, M. M. Anal
Biochem 72, 248-54 (1976)). Se prepar6 complejo de captacion de luz Il (LHCII) tal como se describe en Andersson,
B. & Albertsson, P.-A. J. Chromatogr. 890, 131-141 (1981). Se prepararon mitocondrias a partir de tubérculos de
patata segun (Petit, P. X., Edman, P., Gardestrom, P. & Ericson, I. Biochim Biophys Acta 890, 377-386 (1987)). Se
prepararon membranas plasmaticas a partir de hojas de espinaca segun (Kjellbom, P. & Larsson, C. Physiol Plant
62, 501-509 (1984)). Se prepararon membranas a partir de Synechosystis segun (Norling, B., Zak, E., Andersson, B.
& Pakrasi, H. FEBS Lett 436, 189-92 (1998)). Se prepararon cromatoéforos a partir de Rhodospirillum rubrum segun
(Wang, H., Franke, C. C., Nordlund, S. & Noren, A. FEMS Microbiol Lett 253: 273-279 (2005)). Antes de su uso, se
retiraron proteinas solubles en agua extrinsecas lavando con NaCl 0,5 M, Tris-HCI 25 mM, pH 7,8 seguido por dos
lavados con el tampdn Tris sélo segun (Wang, H., Franke, C. C., Nordlund, S. & Noren, A. FEMS Microbiol Lett 253:
273-279 (2005)). Se prepar¢ transhidrogenasa segun (Althage, M. et al. Biochim Biophys Acta 1659, 73-82 (2004)) a
partir de E. coli. Se prepar6 citocromo bef a partir de hojas de espinaca segun (Romanowska, E. & Albertsson, P.-A.
Plant Cell Physiol 35, 557-568 (1994)).

EJEMPLO 2
Preparacion en bruto de membranas celulares (tilacoides)

Se cortaron en trozos hojas de espinaca, o bien frescas o bien congeladas. Se suspendieron estos en agua y se
disgregaron mediante una picadora mecanica hasta que la mayoria de las células se rompen. Entonces se filtré la
suspensién a través de una red de nailon con un tamafno de poro de 20 um. Se centrifug6 el filtrado a 2000xg
durante 5 min. Se resuspendio el sedimento en agua y volvié a centrifugarse a 2000xg durante 5 min. Se almacené
el sedimento congelado o secado. Alternativamente, se afiadié un agente de precipitacion al filtrado: se acidificé el
filtrado mediante la adicion de acido hasta un pH bajo, tal como pH 4-5, de modo que las membranas precipitan. Se
lavo el precipitado mediante resuspension en agua a pH 4-5 y resedimentacion del precipitado. Se recogié el
precipitado.

EJEMPLO 3
Preparacion de fracciones de membrana celular en bruto

Las células, suspendidas en agua, se disgregaron adicionalmente de manera mecanica mediante una picadora de
manera que la mayoria de las células se rompen. Se filtr6 la suspension para retirar las células que no se rompieron
y fragmentos grandes de paredes celulares. Se centrifugé el filtrado a 10000xg durante 10 min. Se resuspendié el
sedimento y volvi6 a centrifugarse a 10000xg durante 10 min. Se recogi6 el sedimento y se almacen6 congelado o
secado.

EJEMPLO 4
Preparacion de tilacoides a partir de espinaca usando filtracion sdlo.

Se cortaron en trozos hojas de espinaca, o bien frescas o bien congeladas. Se suspendieron estos en agua y se
disgregaron mediante una picadora mecanica hasta que la mayoria de las células se rompen. Entonces se filtrd la
suspensién a través de una red de nailon con un tamafno de poro de 20 um. Al filirado se le afade acido acético
hasta que el pH alcanza 4,7 para inducir la floculacién. Cuando el floculado se ha sedimentado en el fondo del
recipiente, se retira el sobrenadante por decantacion. Entonces se pone el floculado sobre un filtro con un tamaro de
poro de 20 um. Los tilacoides floculados permanecen en el filtro y pueden lavarse con agua a pH 4,7. Se recogen los
tilacoides lavados y tras ajustar a un pH deseado se almacenan congelados o secados.

EJEMPLO 5
Medicion de la actividad lipasa

Se midi6 la actividad lipasa segun lo siguiente (Borgstrom B. y Erlanson C. European J. of Biochemistry 37: 60-68,
1973): 15 ml de una disolucidén acuosa que contiene tamp6n Tris 1 mM pH 7,0, cloruro de calcio 1 mM, cloruro de
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sodio 150 mM, taurodesoxicolato de sodio 4 mM, 0,5 ug de lipasa, 1 pg de colipasa.

A esta mezcla se le afiaden 0,5 ml de tributirina junto con cantidades crecientes de membranas y los acidos grasos
liberados se miden usando un pH stat.

El efecto de las membranas bioldgicas sobre la actividad lipasa se muestra en la figura 1-2. El efecto de las
proteinas de membrana y el polipéptido sintetizado se muestra adicionalmente en la figura 3.

EJEMPLO 6
Produccion de un producto alimenticio y el efecto sobre la ingesta de alimento

Se prepararon pasteles (500 g, el 42% de grasa en energia) del siguiente modo:

Ingrediente Cantidad

Gelatina 20 g (disuelta en 200 ml de agua y calentada en bafio
de agua hasta 60-70°C)

Caseina 110 g

Almidon 190 g

Aceite de maiz 159

Manteca 9049

Mezcla de vitaminas 59

Mezcla de sales 209

Colina 19

Metionina 1,59

Celulosa 4759

Se suspendieron membranas de cloroplasto (tilacoides, que contenian 1000 mg de clorofila) en 30 g de agua.
Procedimiento:

Se mezclaron almidén y aceite en un procesador de alimentos (Bosch Universal). Se afadieron los ingredientes
solidos restantes, seguidos por la disolucién de gelatina. Tras mezclar concienzudamente, se afadié finamente
agua, con o sin membranas de cloroplasto (tilacoides). Se hornearon los pasteles en un horno a 70°C durante dos
dias.

El experimento mostrado en la figura 4 se realizé del siguiente modo.

Se alojaron ratas Sprague-Dawley hembra (200 g) de B&K, Sollentuna, Suecia en una sala de temperatura
controlada (22 + 1°C) bajo un ciclo de 12 h de luz (6:00 - 18:00)/12 h, se les dio libre acceso al agua y se alimentaron
a voluntad con una dieta convencional a menos que se estableciera otra cosa durante los experimentos con dieta
rica en grasas. Todos los procedimientos que usaban animales los aprob6 el Comité de Etica Animal local de Lund,
Lund, Suecia.

Protocolo de alimentacion

Para la medicién del consumo de alimento, se alojaron individualmente las ratas en una jaula y se les dio una dieta
rica en grasas durante una semana antes del inicio del estudio. La dieta rica en grasas consistia en una dieta que
contenia, en energia, el 42,1% de grasa, el 23,9% de proteina y el 34,0% de hidratos de carbono con una densidad
caldrica de 4,7 kcal/g tal como se describe (Lindquist et al. Regul. Pept. 130: 123-132 (2005)). Se preparé la dieta
rica en grasas que contenia tilacoides como para la dieta rica en grasas con la adicién de tilacoides purificados a
una concentracion de 2 mg de clorofila por gramo de alimento. Se midieron diariamente la ingesta de alimento y el
peso corporal al inicio y al final del periodo de alimentacién. Se monitorizaron cuidadosamente las jaulas para
detectar evidencias de derrame de alimento.

Tabla 1. Efecto del tratamiento con tilacoides durante la dieta rica en grasas durante once dias en rata Sprague-
Dawley, véase la figura 4.

Control Tilacoides
Aumento de peso corporal (g) 60,5 + 3,55 49,9 + 8,62
TG séricos (mmol/l) 1,02+0,13 0,62 £ 0,04*
CCK plasmatica (pmol/l) 0,68 + 0,08 0,86 +0,12*

Los valores son medias + E.E. con *nivel de significacién de P < 0,05 y **nivel de significacion de P < 0,01 entre
dieta de control y tratamiento con tilacoides. TG = triglicéridos, CCK = colecistoquinina
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EJEMPLO 7
Emulsiéon alimenticia

Se permitié que los vegetales (300 g) se descongelaran a temperatura ambiente durante 0,5 horas antes de que se
procesaran concienzudamente en una mezcladora doméstica. Se obtuvo zumo vegetal alimentando los trozos
finamente cortados a una centrifuga de zumo doméstica.

Se obtuvo una emulsién de buen sabor suave mediante homogeneizacién del zumo vegetal (60 g) y aceite de
triglicéridos (30 g) con una mezcladora manual equipada con cuchillas de corte de acero inoxidable. Las emulsiones
producidas a partir de zumo de brécoli y espinaca se inspeccionaron visualmente para detectar fase de aceite y/o
agua libre tras 0,5 horas (almacenamiento a temperatura ambiente) y 10 horas (almacenamiento en nevera).

Vegetal Aspecto tras 0,5 horas de | Aspecto tras 10 horas de
almacenamiento. almacenamiento.

Espinaca Sin fase de aceite libre, sin fase de | Sin fase de aceite libre, sin fase de
agua libre agua libre

Brécoli Sin fase de aceite libre, sin fase de | Sin fase de aceite libre, fase de
agua libre agua libre

Los resultados de la inspeccién se resumen en la tabla anterior y muestran que las gotitas de aceite en las
emulsiones son muy estables puesto que no pudo observarse coalescencia (sin fase de aceite libre).
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<220>
<223> Péptido a modo de ejemplo

<400> 2
Leu val His Ala Gln Ser Ile Leu Ala ITe Trp Ala Cys Gln val Ile
1 5 10 15

Leu Met Gly Ala val
20

<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido a modo de ejemplo

<400> 3

Leu Ala Met Phe Ser Met Phe Gly Phe Phe val Gln Ala Ile val Thr
1 5 10 15

Gly
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REIVINDICACIONES

Composicion que comprende una fraccion de membrana celular obtenida de una planta o alga,
comprendiendo dicha fracciéon al menos una membrana celular de un cloroplasto o un tilacoide, o partes de
los mismos, para su uso en el tratamiento del sindrome metabdlico u obesidad.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 1, para el tratamiento de obesidad.

Composicion para su uso segun la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha fraccién de membrana celular se
obtiene de una planta.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 3, en la que dicha fracciéon de membrana celular de planta
se obtiene de trébol, colza, remolacha azucarera, diente de leén, Arabidopsis thaliana, maiz, tabaco,
girasol, lechuga, Chenopodium, Atriplex, espinaca y hierbas o una mezcla de los mismos.

Composicion para su uso segun la reivindicacién 4, en la que dicha fraccion de membrana celular de planta
se obtiene de espinaca.

Composicion para su uso segun la reivindicaciéon 1 6 2, en la que dicha composicion comprende al menos
la parte transmembrana de una proteina de membrana celular, en la que dicha parte transmembrana
comprende residuos de amino&cido hidréfobos.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha composicion
comprende al menos un péptido hidréfobo de membrana celular que tiene desde aproximadamente 15
hasta aproximadamente 25 residuos de aminoacido.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion
comprende dos 0 mas péptidos hidréfobos que se derivan de la misma proteina o proteinas diferentes.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 7, en la que dicho péptido hidréfobo tiene 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23 6 24 residuos de aminoacido.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 7 6 9, en la que dicho péptido hidréfobo es SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha membrana
celular o partes de la misma tienen una distribucion de tamafo de 0,1 um a aproximadamente 5 um.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 7, 9 6 10, en la que dicho
péptido hidréfobo comprende desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 50 residuos de
aminoacido adicionales.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha composicion
comprende ademas un portador, diluyente, excipiente o tampdn farmacéuticamente aceptable.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 13, en la que dicha composicién farmacéutica son
granulos, polvos, comprimidos, comprimidos recubiertos, (micro)capsulas, jarabes o emulsiones.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que dicha composicion es
una composicién alimenticia.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 15, en la que dicha composicién es sélida, semisdlida o
esta en una forma liquida.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha composicion
esta secada por congelacion, secada por pulverizacion o liofilizada.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en la que dicha composicién es
un ingrediente en margarina, aceite, nata, leche, queso, brie, harina, zumo, refresco o producto de té.

Composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 y 15 a 18, en el que dicha
composicion consiste en dicha fraccion de membrana celular.

Uso no terapéutico de una composicién que comprende una fraccion de membrana celular obtenida de una

planta o alga, comprendiendo dicha fraccién al menos una membrana celular de un cloroplasto o un
tilacoide, o partes de los mismos, para suprimir el apetito y/o para disminuir el peso corporal.
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Uso no terapéutico segun la reivindicacion 20, para suprimir el apetito.

Uso no terapéutico segun la reivindicacion 20 6 21, en el que dicha composicién consiste en dicha fraccion
de membrana celular.

Uso no terapéutico segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, en el que dicha composicion se usa
como aditivo alimentario.

Uso no terapéutico segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en el que dicha composicion
comprende al menos la parte transmembrana de una proteina de membrana celular, en el que dicha parte
transmembrana comprende residuos de aminoacido hidréfobos, dicha composicion comprende al menos un
péptido hidréfobo de membrana celular que tiene desde aproximadamente 15 hasta aproximadamente 25
residuos de aminoacido, y dicha composicion comprende dos o mas péptidos hidréfobos que se derivan de
la misma proteina o proteinas diferentes.
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Fig 4/4
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