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@Resumen:

GAL(1-15) y los analogos de la misma para su uso en
la prevencién y/o tratamiento de trastornos y efectos
relacionados con el alcohol. La presente invencion se
refiere al uso de galanina(1-15), que tiene la férmula
general Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-
Leu-Gly-Pro-His-Ala o GWTLNSAGYLLGPHA, o un
analogo de la misma, o su sal, éster, tautémero,
solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, o bien
una composicion farmacéutica o kit que comprende
cualquiera de ellos, para su uso en la prevencién y/o
tratamiento de trastornos y efectos relacionados con
el alcohol, en particular para su uso en la reduccién
del consumo de alcohol.
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DESCRIPCION

GAL(1-15) y analogos de la misma para uso en la prevencion y/o tratamiento de

trastornos y efectos relacionados con el alcohol

Campo de la invencidén

La presente invencion se refiere al campo meédico, en particular a GAL(1-15) o a los
analogos de la misma, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de los trastornos y
efectos relacionados con el alcohol, especialmente en la disminucién del consumo de

alcohol.

Antecedentes de la invencion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2014) el consumo de alcohol se considera un
factor de riesgo importante y causante de enfermedades y mortalidad en todo el mundo. Los
tratamientos actuales para los trastornos por consumo de alcohol (TCA) poseen una limitada
eficacia, producen efectos adversos graves y presentan altas tasas de recaida. Debido a la
ausencia de tratamientos efectivos, se hace importante hallar nuevas dianas biolégicas que
puedan modular el consumo de alcohol. Existen numerosos neurotransmisores implicados
en los TCA, como por ejemplo, GABA, glutamato, dopamina, noradrenalina, serotonina y

varios neuropéptidos enddégenos (Schneider et al., 2007; Marcinkiewcz et al., 2016).

Galanina (GAL) es un neuropéptido (Tatemoto et al., 1983) ampliamente distribuido en las
neuronas del sistema nervioso central (SNC) (Jacobowitz et al., 2004). Se han clonado tres
subtipos de receptores de GAL (GALR1-3) que cuentan con una alta afinidad por GAL
(Branchek et al., 2000; Mitsukawa et al., 2008). GALR1 y GALRS3 activan principalmente las
proteinas-G inhibidoras Gi/Go, mientras que GALR2 se acopla principalmente a Gq/G11

para mediar en una sefializacion excitatoria (Branchek et al., 2000).

GAL participa en una serie de funciones centrales que modulan los niveles neuroendocrinos,
el control del dolor y las funciones cardiovasculares, ademas de la ingesta de alimento y los
trastornos del estado de animo (Mitsukawa et al., 2008; Diaz-Cabiale et al., 2010; Lang et
al., 2015). GAL y sus receptores estan implicados en las adicciones y toxicomanias
(Picciotto, 2008), que incluyen la ingesta de alcohol y el alcoholismo (Lewis et al., 2004;
Lewis et al., 2005). La microinyeccion de GAL en el tercer ventriculo aumentaba el consumo
de etanol en ratas Sprage-Dagley dentro de la prueba de eleccion entre dos frascos con una

disolucion de etanol al 7% en agua; este aumento se revertia por completo con el
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antagonista M40 del receptor de GAL (Lewis et al., 2004). Estos efectos de GAL sobre el
consumo de etanol también se encontraron con inyecciones de GAL directamente en el
nucleo paraventricular (NPV) del hipotalamo (Rada et al., 2004). Ademas, los ratones que
sobreexpresan GAL muestran un aumento en su preferencia e ingesta de etanol en
comparacion con sus iguales de tipo salvaje (Karatayev et al., 2009), mientras que los
ratones que no expresan GAL beben menos etanol y su preferencia por él
disminuye(Karatayev et al., 2010). No solo el NPV, sino también el circuito de recompensa
parece estar implicado en los efectos de GAL que fomentan la toma de alcohol. GAL puede
incrementar la liberaciéon de dopamina en el nucleo accumbens (NAC) (Rada et al., 1998),
siendo este efecto consistente con la capacidad de GAL para aumentar los efectos de

recompensa del alcohol (Picciotto et al., 2010).

Junto a GAL, también son activos en el SNC los fragmentos N-terminales conocidos como
GAL(1-15) (Hedlund et al., 1996; Diaz-Cabiale et al., 2005; Diaz-Cabiale et al., 2010; Millon
et al., 2015; Millon et al., 2016; Flores-Burgess et al., 2017; Millon et al., 2017). Tanto las
moléculas de GAL como de GAL(1-15) poseen funciones especificas en la regulacion
cardiovascular e interaccionan de forma diferente con otros neuropéptidos (Diaz-Cabiale et
al., 2005). Recientemente hemos descrito que GAL(1-15) induce en ratas fuertes efectos de
tipo ansidogeno y relacionados con la depresién, y que estos efectos resultan
significativamente mas fuertes que los inducidos por GAL. Los complejos de
heterorreceptores GALR1/GALR2 en el hipocampo dorsal y especialmente en el rafe dorsal,
zonas ricas en puntos de union con GAL(1-15) (Hedlund et al., 1992), estaban implicados en
estos efectos (Millon et al., 2015). La presencia de puntos de union especificos para GAL(1-
15) en el hipocampo dorsal, la neocorteza y el cuerpo estriado (Hedlund et al., 1992), que
son parte del sistema mesolimibico de la dopamina (Koob, 1992), sugieren una funcién de
GAL(1-15) dentro de los circuitos relacionados con los efectos motivacionales y de

recompensa en las toxicomanias.

Ahora se ha encontrado sorprendentemente que GAL(1-15) con la formula general:
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala o

GWTLNSAGYLLGPHA,

o los analogos de la misma, o sus sales, ésteres, tautomeros, solvatos e hidratos
farmacéuticamente aceptables, pueden usarse para prevenir y/o tratar trastornos y efectos

relacionados con el alcohol, en especial en la reduccion de su consumo se refiere.
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Breve descripcidon de la invencidn

El consumo de alcohol se considera un factor de riesgo importante causante de
enfermedades y mortalidad en todo el mundo. Debido a la ausencia de tratamientos eficaces
para los trastornos por consumo de alcohol (TCU), se hace importante hallar nuevas dianas
biolégicas que puedan modular el consumo de alcohol. Se ha comprobado la funcién de
GAL(1-15) en el consumo voluntario de etanol en ratas mediante el paradigma de eleccion
entre dos frascos, asi mismo se han comparado los efectos de GAL(1-15) con la molécula
completa de galanina (GAL). En la presente invencion se describe la primera vez que
GAL(1-15), a través de mecanismos centrales, induce una fuerte reduccion en la preferencia
y consumo de etanol en ratas. Estos efectos fueron significativamente diferentes que en
GAL. El receptor 2 de galanina (GALR2) estaba implicado en dichos efectos, ya que el
antagonista M871 especifico de GALR2 bloqueaba las acciones mediadas por GAL(1-15) en
la preferencia e ingesta de etanol. De forma importante, el mecanismo de esta accion
implica cambios en la expresién de GALR y también en el gen temprano inmediato C-Fos,
asi como en el gen relacionado con la internalizacién de receptores Rab5 en el cuerpo
estriado. La relevancia del cuerpo estriado como una diana para GAL(1-15) fue respaldada
por el efecto de GAL(1-15) sobre la actividad locomotora de las ratas después de la
administracion de etanol. Estos resultados fundamentan la base para el desarrollo de
estrategias de terapias novedosas mediante el uso de analogos de GAL(1-15) para el

tratamiento de los TCA en humanos.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, la presente invencion se refiere al uso, como
se indicd, de GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautémero, solvato o
hidrato farmacéuticamente aceptable, para la prevencion y/o tratamiento de los trastornos
relacionados con el alcohol como la intoxicacion aguda, uso nocivo, sindrome de
dependencia, estado de abstinencia y otros trastornos mentales, y de comportamiento
inducidos por el alcohol debido al consumo del mismo. En particular, la presente invencion
se refiere al uso de GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautémero, solvato

o hidrato farmacéuticamente aceptable, apropiado para reducir el consumo de alcohol.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1. Disefio experimental de la ingesta voluntaria de etanol.
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Fig. 2. Curva de dosis-respuesta de galanina (1-15) [GAL15] en el paradigma de eleccién
entre dos frascos con una concentracion de etanol al 10% (EtOH) en ratas. GAL15 (a1 0 3
nmol/rata) se administré i.c.v. 2, 14 y 24 horas antes de las mediciones. Se utilizaron como
grupo vehiculo ratas inyectadas con liquido cefalorraquideo Las barras verticales
representan la media £+ EEM (n = 6-18 animales por grupo) de ingesta de EtOH (g/kg; a, b,
c), ingesta de agua (g/kg; d, e, f), preferencia por EtOH (%; g, h, i) e ingesta de pienso (g; j,
k, 1) durante los diferentes periodos. (a) ?p<0,05 frente al resto de grupos (gréaficas restantes)
"p<0,05 frente al grupo vehiculo de acuerdo con el analisis ANOVA unidireccional seguido
de la prueba LSD de Fisher.

Fig. 3. Efecto de la administracion de galanina (GAL) y galanina (1-15) [GAL15] en el
paradigma de eleccion entre dos frascos con una concentracion de etanol (EtOH) al 10% en
ratas. GAL (3 nmol/rata) y GAL15 (3 nmol/rata) se administraron i.c.v. 2, 14 y 24 horas antes
de las mediciones. Se utilizaron como grupo vehiculo ratas inyectadas con liquido
cefalorraquideo Las barras verticales representan la media £+ EEM (n = 7-15 animales por
grupo) de ingesta de EtOH (g/kg; a, b, c¢), ingesta de agua (g/kg; d, e, f), preferencia por
EtOH (%; g, h, i) e ingesta de pienso (g; j, k, 1) durante los diferentes periodos. (a) ‘p<0,05
frente al vehiculo “p<0,01 frente al grupo de 3 nmol de GAL 15 (resto de graficas)p<0,05
frente al resto de grupos de acuerdo con el analisis ANOVA unidireccional seguido de la
prueba LSD de Fisher.

Fig. 4. Efectos de la coadministracion del antagonista M871 del receptor GALR2 (3
nmol/rata) y galanina (1-15) [GAL15] en el paradigma de eleccién entre dos frascos con una
concentracion de etanol (EtOH) al 10% en ratas. Los tratamientos se inyectaron i.c.v. 2
horas antes de las mediciones. Se utilizaron como grupo vehiculo ratas inyectadas con
liquido cefalorraquideo Las barras verticales representan la media + EEM (n = 7-21 animales
por grupo) de (a) ingesta de EtOH (g/kg), (b) ingesta de agua (g/kg), (c) preferencia por
EtOH (%) y (d) ingesta de pienso (g) durante los diferentes periodos. *p<0,05 frente al resto
de grupos de acuerdo con el analisis ANOVA unidireccional seguido de la prueba LSD de

Fisher.

Fig. 5. Efectos de galanina (1-15) [GAL15] en la expresién del ARNm en el cuerpo estriado
de C-Fos (a), Rab5 (b), GALR1 (c) y GALR2 (d) en ratas expuestas al paradigma de
eleccidén entre dos frascos. GAL15 se inyectd i.c.v. 2 horas antes de las mediciones. Se
utilizaron como grupo vehiculo ratas inyectadas con liquido cefalorraquideo Las barras

verticales representan la media + EEM (n= 5-6 animales por grupo). p<0,05; ~p<0,01;
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"p<0,001 frente al grupo vehiculo/EtOH de acuerdo con la prueba de la t de Student.

Fig. 6. Efectos de galanina 1-15 [GAL15] en la modificacion locomotora inducida por etanol
en ratas. GAL 15 (3 nmol; i.c.v.) se inyecté 20 minutos antes de la prueba y la inyeccion
aguda de etanol (1,75 g/kg; i.p.) se administré 5 minutos antes de la prueba. Los datos
representan la media + EEM (n=6-8 de animales por grupo) de la distancia total recorrida (a)
y la velocidad media (b) en campo abierto durante un periodo de prueba de 5 minutos.

***p<0,001 segun el analisis ANOVA bidireccional seguido de la prueba LSD de Fisher.

Descripcion detallada de la invencidn

En la invencion actual, la funcién de GAL(1-15) por via intracerebroventricular (i.c.v.) dentro
del consumo voluntario de etanol en ratas ha sido evaluada mediante el paradigma de
eleccion entre dos frascos, y ademas se han comparado los efectos de GAL (1-15) con los
de GAL. Adicionalmente, la implicaciéon del GALR2 en los efectos mediados por GAL(1-15)
en esta prueba se analizé con el antagonista selectivo M871 del receptor GALR2. Para
investigar si el efecto de GAL(1-15) en el consumo voluntario de etanol estaba asociado con
el circuito de recompensa, el efecto de GAL(1-15) en la expresion del gen temprano C-Fos,
el gen relacionado con la internalizacion de receptores Rab5 y GALR1 y GALR2, éste se
sido estudiado en el cuerpo estriado. Por consiguiente, también se han investigado los

efectos del tratamiento con GAL(1-15) sobre la actividad locomotora inducida por el alcohol.

La induccién de una fuerte reduccion en la preferencia y el consumo de etanol en ratas
mediante GAL(1-15), a través de los mecanismos centrales, se ha descrito aqui por primera
vez. Estos efectos fueron significativamente diferentes de los de GAL lo que muestra una
funcién diferente de GAL en comparacion con GAL(1-15) en cuanto al comportamiento
relacionado con el consumo de alcohol. GALR2 estaba implicado en estos efectos, ya que el
antagonista M871 especifico de GALR2 bloqueaba las acciones mediadas por GAL(1-15) en
la preferencia e ingesta de etanol. De forma importante, el mecanismo de esta accion
implica cambios en la expresion de los receptores de GAL y también en el gen temprano
inmediato C-Fos ademas de en el gen relacionado con la internalizacién de receptores Rab5
en el cuerpo estriado, zona rica en puntos de union del fragmento GAL (Hedlund et al.,
1992) e importante en los efectos motivacionales y de recompensa de las toxicomanias
(Koob, 1992). La importancia del cuerpo estriado como diana para GAL(1-15) fue también
respaldada por el efecto de GAL(1-15) sobre la actividad locomotora de las ratas después

de la administraciéon de etanol.
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GAL(1-15) a una dosis de 3 nmol indujo una reduccion pronunciada de la preferencia y el
consumo de etanol en la prueba de eleccion entre dos frascos a las 2 horas, efecto que se
mantuvo a las 24 horas. Teniendo en cuenta que este paradigma de beber alcohol eligiendo
entre dos frascos induce a una ingesta voluntaria de grandes cantidades de alcohol (Simms
et al., 2008), los datos actuales sugieren que GAL(1-15) puede usarse como farmaco para

tratar los TCA en humanos.

Se ha mostrado anteriormente que GAL(1-15) aumenta los comportamientos de tipo
depresivo y similares a la ansiedad en ratas (Millon et al., 2015; Millon et al., 2017). Aunque
los estados emocionales como la ansiedad son variables relevantes para modular el
comportamiento de toma de alcohol mediante el aumento del consumo y la preferencia de
alcohol (Chappell et al., 2013), los efectos mediados por GAL(1-15) parecen no implicar
regulacién emocional ya que se observd una reduccion en la ingesta y la preferencia de

alcohol.

Ademas, una posible explicacion para la reduccion de la ingesta de alcohol inducida por la
administracion central de GAL(1-15), es que GAL(1-15) en si misma puede inducir aversion
mas que atenuar las propiedades de recompensa del alcohol. Sin embargo, las dosis
seleccionadas de GAL(1-15) no tienen efecto sobre la ingesta de pienso y agua, lo que
sugiere que la reduccién en la ingesta de alcohol no esta condicionada por una aversion al

alcohol.

Puesto que GAL(1-15) no modificaba la ingesta de pienso en ratas que habian consumido
etanol de forma crénica, puede también sugerirse que en nuestro modelo, las ratas no

consumian etanol solo por sus calorias (Lewis et al., 2004).

Ademas, los efectos de GAL(1-15) en la prueba de elecciéon entre dos frascos fueron
significativamente diferentes a los efectos correspondientes inducidos por GAL. En nuestro
modelo, una dosis de GAL de 3 nmol no tenia efecto con respecto al grupo vehiculo en
todos los parametros analizados. En estudios previos, GAL microinyectada en el tercer
ventriculo aumentaba la ingesta de etanol el 7% en la prueba de eleccidon entre dos frascos
(Lewis et al., 2004), y este aumento fue mayor durante la fase ligera, donde los animales
estan inactivos y normalmente beben muy poco (Lewis et al, 2004). Los diferentes
resultados hallados en el presente trabajo podrian explicarse por las diferencias de

porcentaje de etanol y el ciclo de luz/oscuridad usado, ya que se utilizé una eleccion entre
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etanol al 10% frente a agua, por lo que el porcentaje de disolucion de etanol podria afectar
al resultado de la prueba (Leeman et al, 2010; Tarragon et al., 2012). Ademas, las
mediciones se realizaron en el periodo de oscuridad, cuando las ratas estdn mas activas,
mientras que la ingesta de etanol producida por GAL fue mayor en el periodo de luz (Lewis
et al., 2004).

Sin embargo, debido a que GAL(1-15) reduce la preferencia y el consumo de etanol, con
GAL produciendo el efecto opuesto segun otros autores, en la presente invencion se validan

y amplian las perspectivas sobre la funcién especifica de GAL(1-15) en la ingesta de etanol.

Previamente se ha descrito una actuacion diferente de GAL y GAL(1-15) respecto a las
funciones del comportamiento (Millon et al., 2017). GAL(1-15) induce en las ratas fuertes
efectos de tipo ansidbgeno y relacionados con la depresion y estos efectos eran
significativamente mas fuertes que los inducidos por GAL (Millon et al., 2015). GAL(1-15)
también es capaz de aumentar los efectos antidepresivos inducidos por el agonista 8-OH-
DPAT del receptor 5HT1A durante la prueba de natacion forzada, un efecto que resulta, una
vez mas, significativamente mas fuerte que el inducido por GAL (Millon et al., 2016). La
accion diferente entre GAL y GAL(1-15) no solo se observéo en las funciones del
comportamiento, sino también en la regulacién cardiovascular central (Diaz-Cabiale et al.,
2005; Diaz-Cabiale et al., 2010). Nuestros resultados en relacion a la ingesta de etanol

confirman una accién unica de GAL(1-15) dentro de la comunicacién cerebral.

El mecanismo que explicaba las diferencias entre GAL y GAL(1-15) radica en que el sitio
preferido de unién del fragmento de GAL N-terminal es el resultado de la formacién de
heteromeros GALR1/GALR2 altamente especificos para los fragmentos de GAL (Fuxe et al.,
2008; Fuxe et al., 2012; Millon et al., 2015). El hecho de que el antagonista M871 del
receptor GALR2 bloqueara la reduccion en la preferencia y la ingesta de etanol inducida por
GAL(1-15), confirma que GAL(1-15) actua a través del heterodimero GALR1/GLR2 para

reducir la preferencia y el consumo de etanol.

Los receptores de GAL implicados en el alcoholismo no estan bien definidos; sin embargo,
varios estudios indican que GALRS3 esta implicado en el consumo de alcohol (Belfer et al.,
2007; Ash et al., 2011; Ash et al., 2014; Scheller et al., 2017). Como GALR3 se encuentra
principalmente restringido al hipotalamo y a la hipdfisis (Smith et al., 1998; Waters et al.,
2000) se ha propuesto que dichas areas son cruciales para este efecto. En la presente

invencion se demuestra la importancia de los receptores GALR1 y GALR2 en la reduccion
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de la preferencia y el consumo de etanol inducido por GAL(1-15) y se sugiere que el cuerpo
estriado, una regién clave en los efectos de recompensa de las drogas (Koob, 1992), esta
implicado en los efectos mediados por GAL(1-15). En este modelo de consumo voluntario de
etanol, GAL(1-15) inducia un aumento significativo del ARNm de C-Fos y la expresion de
Rab5 en el cuerpo estriado, lo que indica una mejora de la activacién neuronal, asi como
una internalizacion del receptor en esta area (Borroto-Escuela et al., 2012). Es mas, en
estos animales, después de la inyeccion de GAL(1-15), se observé una reduccion
significativa de la expresion de GALR1 y un ligero descenso del ARNm de GALR2 en el
cuerpo estriado, lo que sugiere que ambos receptores estriatales participaban en los efectos
mediados por GAL(1-15) sobre la ingesta voluntaria de etanol en este nucleo. Curiosamente,
la evidencia de que las inyecciones de etanol en animales no sometidos previamente a
experimentacion no tienen ningun efecto sobre la expresion de GALR1 y GALR2 en el
cuerpo estriado, indica que el etanol propiamente dicho no influye en la expresion de GALR
y confirma que los efectos a nivel de GALR de nuestro modelo fueron inducidos por GAL(1-
15).

La importancia del cuerpo estriado como una diana para GAL(1-15) fue respaldada por la
capacidad de GAL(1-15) para favorecer la supresion de la actividad locomotora inducida por
el etanol. La supresion del etanol de la actividad locomotora después de la inyeccion i.p. de
etanol resulta un efecto del comportamiento bien conocido mediado principalmente por el
sistema dopaminérgico, donde se incluye el cuerpo estriado. En consecuencia, se ha
demostrado que este efecto se reduce notablemente cuando se lesiona el sistema
dopaminérgico usando 6-OHDA, lo que produce una reduccion rapida de la dopamina en el
cuerpo estriado (Breese et al., 1984). La presente invencion sugiere que la potenciacion de
la hipolocomocidn inducida por GAL(1-15), en ratas tratadas con alcohol, puede necesitar de
la modulacién del sistema dopaminérgico a través de GAL(1-15), e incluyendo
probablemente al cuerpo estriado ya que es una diana importante de las proyecciones

dopamigérgicas.

Aunque previamente, el aumento de la ingesta de etanol de GAL se relacion6 directamente
con varias zonas dentro del hipotalamo (Leibowitz et al., 2003; Rada et al., 2004; Schneider
et al., 2007), la invencién actual sugiere que GAL(1-15) actua a través del cuerpo estriado,
una zona que posee puntos de unién especificos para GAL(1-15) (Hedlund et al., 1992). La
implicacion del cuerpo estriado en la accién mediada por GAL(1-15) explicaria la diferente

actuacioén entre GAL y GAL(1-15) en la ingesta de etanol.
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Debe considerarse a la dopamina como un neurotransmisor diana implicado en la reduccion
del consumo de etanol por GAL(1-15). Apoyando esta hipotesis, GAL reduce la respuesta
del comportamiento después del tratamiento con varias sustancias adictivas, como por
ejemplo, morfina o anfetaminas, modulando principalmente la neurotransmisién
dopaminérgica (Tsuda et al., 1998; Pierce et al., 2006) y la transmision de dopamina tiene
un papel principal en los efectos motores del alcohol en el cuerpo estriado (Brabant et al.,
2014).

Los resultados incluidos en la presente invencién mostraron que GAL(1-15) disminuye el
consumo voluntario de alcohol; sin embargo, debido a que se ha demostrado una
correlacion positiva entre la toma de alcohol y la autoadministracion oral operante (Green
and Grahame, 2008), podemos esperar que GAL(1-15) también puede disminuir la
autoadministracion de alcohol en ratas. De hecho, otros farmacos relacionados con
neuropépidos, como los antagonistas de ghrelina, reducian la preferencia de ingesta de
etanol, asi como la autoadministracién operante de etanol (Gomez et al., 2015). Ademas, no
solo se ha demostrado que GAL(1-15) tiene funciones biolégicas, otros fragmentos N-
terminales de galanina, como GAL(1-16) poseen efectos bioldgicos. Asi, GAL(1-16) puede
aumentar sustancialmente los valores de Kd de los puntos de unién del agonista de SHT1A
en la corteza limbica ventral de la rata, sin afectar a los valores de Bmax (Diaz-Cabiale et
al., 2000), estos resultados son consistentes con otros trabajos donde GAL(1-15) reduce la
afinidad del receptor 5SHT1A en el hipocampo dorsal sin afectar a los valores de Bmax
(Hedlund etal., 1994). Por ello, los estudios funcionales han demostrado que varios
fragmentos N-terminales de galanina parecen ejercer efectos similares (Diaz-Cabiale et al.,
2000).

En conclusion, la presente invencion indica que GAL(1-15) induce una fuerte reduccion en la
preferencia y consumo de etanol en ratas, probablemente con la implicacion del cuerpo
estriado, una regién clave en los efectos de recompensa de las drogas, poniendo los
cimientos para el desarrollo de estrategias terapéuticas novedosas mediante el uso de

analogos de GAL(1-15) para el tratamiento de TCA en humanos.

La presente invencion proporciona asi:

La presente invencién se refiere al uso de GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal,
éster, tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, es decir, los compuestos

de la invencion, para prevenir y/o tratar trastornos y efectos relacionados con el alcohol,
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especialmente a través de la reduccion del consumo de alcohol.

GAL(1-15) o sus analogos pueden estar en su forma cristalina como compuestos libres o
como solvatos. En este sentido, el término «solvato», como se usa en el presente
documento, incluye tanto solvatos farmacéuticamente aceptables; es decir solvatos que
pueden usarse en la fabricacion de un medicamento, como solvatos farmacéuticamente no
aceptables, que pueden ser utiles en la preparacion de solvatos o sales farmacéuticamente
aceptables. La naturaleza del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica siempre
que sea farmacéuticamente aceptable. En una realizacion en particular, el solvato es un
hidrato. Los solvatos pueden obtenerse mediante métodos convencionales de solvatacion

conocidos por aquellos expertos en la materia.

Para su uso en terapia, GAL(1-15) o sus analogos, o sus sales, ésteres, tautémeros,
solvatos o hidratos, estarian preferiblemente en una forma sustancialmente pura o
farmacéuticamente aceptable, es decir, con un nivel de pureza aceptable farmacéuticamente
y excluyendo los aditivos farmacéuticos normales como diluyentes y vehiculos, y sin incluir
materiales considerados téxicos a niveles de dosificacion normales. Los niveles de pureza
para el principio activo estan preferiblemente por encima del 50%, mas preferiblemente por
encima del 70% y, aun, mas preferiblemente por encima del 90%. En una realizacion
preferida, son mayores del 95% en GAL(1-15) o sus analogos, o sus sales, ésteres,

tautdmeros, solvatos o hidratos.

Los trastornos relacionados con el alcohol mencionados anteriormente incluyen intoxicacion
aguda, uso nocivo, sindrome de dependencia, estado de abstinencia y otros trastornos

mentales y de comportamiento inducidos por el alcohol debido al consumo del mismo.

De acuerdo con el sistema de clasificacion internacional de enfermedades (/nternational
Classification fo Diseases, ICD-10), los trastornos mentales y de comportamiento debido al
consumo de alcohol (F10) se clasifican en base al uso de sustancia psicoactiva (F10-F19) e
incluyen las siguientes subsecciones: F10. Trastornos mentales y de comportamiento
debidos al consumo de alcohol. F10.0. Intoxicacién aguda. F10.1. Uso nocivo. F10.2.
Sindrome de dependencia. F10.3. Estado de abstinencia. F10.4. Estado de abstinencia con
delirio. F10.5. Trastorno psicotico. F10.6. Sindrome amnésico. F10.7. Trastorno psicoético de
inicio tardio y residual. F10.8. Otros trastornos mentales y de comportamiento. F10.9. Otros

trastornos mentales y de comportamiento inespecificos.
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La intoxicacion aguda (F.10.0) es el estado transitorio posterior a la ingestiéon de alcohol que
causa alteraciones a nivel de conciencia, capacidad intelectual, percepcién, estado afectivo,
comportamiento u otras funciones y respuestas psicolégicas o fisiolégicas. Incluye, entre

otros, embriaguez aguda e intoxicacion patoldgica.

El uso nocivo (F10.1) significa aquel en que la salud mental o fisica se ve afectada, sin
cumplir por completo con los criterios de dependencia o ningun otro de los indicados dentro
de F10.

El sindrome de dependencia (F.10.2) supone un conjunto de manifestaciones fisiolégicas
(sintomas somaticos, tolerancia), de comportamiento y cognitivos en los cuales el consumo

de la sustancia supone la prioridad mayor para el individuo.

El estado de abstinencia (F10.3) supone un conjunto de sintomas somaticos y psicoloégicos
que aparecen cuando existe una abstinencia relativa o absoluta de la sustancia después del
consumo de dosis altas, normalmente prolongadas, y repetidas. Es uno de los indicadores

de la presencia del sindrome de dependencia.

En una realizacion, el trastorno relacionado con el alcohol es embriaguez aguda o
intoxicacion patolégica. Preferiblemente, los efectos ligados a la embriaguez aguda o la
intoxicacion patolégica incluyen efecto sedante, descoordinacion motora, confusion,

neurodegeneracion o cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacion, el trastorno relacionado con el alcohol es sindrome de dependencia o
estado de abstinencia. Preferiblemente, los efectos ligados al sindrome de dependencia o al
estado de abstinencia incluyen, ansiedad, depresion, temblores, agitaciéon y malestar,
deterioro emocional o cognitivo compuesto por estado de animo negativo, anhedonia o
problemas de memoria; tolerancia o incapacidad para controlar el consumo de alcohol;

neuroinflamacién, neurotoxicidad, muerte neuronal o cualquiera de sus combinaciones.

En el presente documento «alcohol» se entiende, principalmente, aunque no
exclusivamente, como bebidas alcohdlicas que contienen etanol. También es posible que

otros tipos de alcoholes puedan causar los mismos sintomas tras su ingestion.

En una realizacion, la presente invencion se refiere al uso de GAL(1-15) o un analogo de la

misma, o su sal, éster, tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable para la
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preparacion de una composicion farmacéutica para prevenir y/o tratar trastornos y efectos
relacionados con el alcohol, especialmente a través de la reduccion del consumo de alcohol,
como una composicion farmacéutica que comprende GAL(1-15) o un analogo de la misma,
o su sal, éster, tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente,
dicha composicion farmacéutica consta de GAL(1-15) o un andlogo de la misma, o su sal,
éster, tautémero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, aunque dicha composicién
farmacéutica pueda comprender opcionalmente vehiculos y/o diluyentes o excipientes

farmacéuticamente aceptables.

Finalmente, la presente invencién se relaciona con un procedimiento para la prevencion y/o
tratamiento de trastornos y efectos relacionados con el alcohol, en particular con un
procedimiento para la reduccion del consumo de alcohol, que comprende la administracion
de GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdbmero, solvato o hidrato
farmacéuticamente aceptable, o una composicion farmacéutica que comprende GAL(1-15) o
un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente

aceptable.

En una realizacion, el uso es preventivo y la administracion de un compuesto de la
invencion, o una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion,
se lleva a cabo antes de la ingestion de alcohol o de cualquiera de sus derivados. En otra
realizacion, el uso es preventivo y la administracion de un compuesto de la invencion, o una
composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion, se realiza durante
la ingestion de alcohol o de cualquiera de sus derivados. En otra realizacion, el uso es para
el tratamiento y la administracion de un compuesto de la invencién, o una composicién
farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion, se realiza durante la ingestion
de alcohol o de cualquiera de sus derivados. En otra realizacion, el uso es para el
tratamiento y la administracion de un compuesto de la invenciéon, o una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion, se realiza después de la

ingestion de alcohol o de cualquiera de sus derivados.

El compuesto de la invencién, o una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de la invencion, puede ser administrado junto con otro principio activo en una

combinacion simultanea o secuencial.

Para preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencion, se combina una cantidad

apropiada del/los principio(s) activo(s), en forma de sal o en forma de base, en una mezcla
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intima con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que puede adquirir una gran variedad
de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la administracion. Estas
composiciones farmacéuticas se encuentran deseablemente en una forma de dosificacién
unitaria adecuada para administracién por via nasal, oral, rectal, percutdanea o mediante
inyeccion parenteral. Por ejemplo, al preparar las composiciones en forma de dosificacion
oral, puede emplearse cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, como, por
ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y otros en el caso de las preparaciones liquidas
orales como las suspensiones, los jarabes, los elixires y las soluciones; o vehiculos solidos
como almidones, azucares, caolina, lubricantes, aglutinantes, disgregantes y similares en el
caso de polvos, pastillas, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de administracion,
los comprimidos y las capsulas representan la forma unitaria de dosificacion oral mas

ventajosa, en cuyo caso se utilizan, obviamente, vehiculos farmacéuticos solidos.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas
anteriormente en formas unitarias de dosificacion para una administracién facil y uniformidad
de dosis. Tal y como se usa en las especificaciones y reivindicaciones, la forma de
dosificacién unitaria se refiere a unidades fisicamente separadas y adecuadas como dosis
unitarias, en la que cada unidad contiene una cantidad predeterminada de principio(s)
activo(s) calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo
farmacéutico necesario. Son ejemplos de estas formas unitarias de dosificaciéon los
comprimidos (incluyendo los comprimidos recubiertos o ranurados), las capsulas, las
pastillas, bolsas de polvos, obleas, soluciones o suspensiones inyectables, cucharaditas de

café, cucharadas soperas y otros, y multiplos segregados de los mismos.

El compuesto de la invenciéon, o una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto de la invencidon, puede administrarse antes, durante o después de la
administracion del otro principio activo, preferiblemente después de la administracion del
inhibidor de recaptacion de serotonina, siempre que el tiempo entre la administracién del
compuesto de la invencién, o la composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
la invencion, y la administracion del otro principio activo sea tal que se permite a los
principios actuar sinérgicamente en el SNC. Cuando se prevea una administracion
simultanea, puede ser particularmente conveniente una composicion que contenga tanto el
compuesto de la invencién como el otro principio activo. O el compuesto de la invencién, o la
composicion farmacéutica que comprenda un compuesto de la invencion, y el otro principio
activo, pueden administrarse por separado en forma de composiciones adecuadas. Las

composiciones pueden prepararse como se describe anteriormente.
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La presente invencion también comprende productos que contienen el compuesto de la
invencién, o la composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la invencién, y el
otro principio activo como una preparacién de combinacién para un uso simultaneo,
independiente o secuencial, separado o en la prevencién o el tratamiento de los trastornos y
efectos relacionados con el alcohol disminuyendo, especialmente, el consumo de alcohol.
Estos productos pueden comprender, por ejemplo, un kit que comprende formas de
dosificacion unitarias independientes que contienen el compuesto de la invenciéon, o la
composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion, y formas de
dosificacion unitarias separadas que contienen el principio activo, todo ello contenido en el

mismo paquete o envase, por ejemplo, en un blister.

Tal y como se usa en esta invencion, el término «principio activo», «sustancia activay,
«sustancia o sustancia farmacéuticamente activa» o «principio farmacéuticamente activo»
significa cualquier componente que potencialmente proporcione un efecto farmacolégico u
otro tipo en el diagndstico, curacion, paliacién, tratamiento o prevencion de una enfermedad,
o0 que afecte a la estructura o funcion del cuerpo humano o de otros animales. El término
incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico en la fabricacién del
farmaco y que estan presentes en él en una forma modificada y prevista que proporciona

una actividad o efecto especifico.

La invencién anteriormente mencionada se detalla adicionalmente en los siguientes

ejemplos no limitantes y meramente ilustrativos.

EJEMPLOS

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Animales

Las ratas macho Sprague Dawley (peso corporal de 225 a 250 g, 8 semanas de edad) se
obtuvieron de Criffa y se mantuvieron en una estancia con la humedad y temperatura
controladas (20-22 °C). Las ratas del paradigma de eleccion entre dos botellas se
mantuvieron durante todo el protocolo, con ciclos de luz/oscuridad invertidos de 12 horas
(sin luz a partir de las 10 de la mafiana) mientras que las otras ratas se mantuvieron con un

ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Los animales tenian acceso libre a pellets de pienso y a
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agua corriente. Toda experimentacién animal se llevd a cabo de acuerdo con las directrices

para el cuidado y utilizacion de animales de laboratorio de la Universidad de Malaga.

Inyecciones intracerebroventriculares

Este protocolo se ha utilizado previamente (Diaz-Cabiale ef al., 2011; Millon et al., 2015).
Brevemente, las ratas fueron anestesiadas por via intraperitoneal con Equitesin (3,3 ml/kg
de peso corporal), y se les implantd de forma estereotactica una canula guia de acero
inoxidable de calibre 22 unilateral cronica dentro del ventriculo cerebral lateral derecho
usando las coordenadas siguientes: 1,4 mm lateral y 1 mm posterior al bregma, y 3,6 mm
por debajo de la superficie del craneo (Paxinos, 1986). Después de la cirugia, los animales
se alojaron individualmente y se les dejo un periodo de recuperacién de 7 dias. Las
inyecciones en el ventriculo lateral se realizaron usando una canula de inyeccion de acero
inoxidable de calibre 26 conectada a través de un tubo PE-10 a una jeringuilla de Hamilton.

El volumen total fue de 5 pl por inyeccién y el tiempo de infusién de 1 minuto.

Las soluciones fueron preparaciones recientes y los péptidos se disolvieron en liquido
cefalorraquideo artificial (composicién de NaCl 120 nM, NaH2CO3 20 nM, KCI 2 nM,
KH2PO4 0,5 nM, CaCl2 1,2 nM, MgCI2 1,8 nM, Na2S04 0,5 nM y D-glucosa 5,8 nM, pH de
7,4). GAL se obtuvo de NeoMPS, Estrasburgo, Francia; GAL(1-15) y el antagonista M871

del receptor GALR2 se obtuvieron de Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido.

Prueba de eleccion entre dos frascos para preferencia y consumo voluntario de etanol

La prueba de elecciéon entre dos frascos se uso para determinar el consumo voluntario de
etanol de las ratas tal y como se describié previamente (Castilla-Ortega et al., 2016).
Brevemente, después de 7 dias de consumo de agua (ambos frascos), se ofrecio la eleccion
entre agua y concentraciones crecientes de etanol [3, 6 y 10 % (v/v)] durante 7 dias para
cada una. La eleccion entre etanol al 10 % (v/v) y agua se ofrecié durante varios dias hasta
qgue se alcanzo un valor inicial estable. Se registré diariamente el consumo de agua y etanol.
Se cambid la posicidon de los frascos cada dia para evitar la preferencia por ubicacién. Se
calculd la ingesta de agua (g/kg), la ingesta de etanol (g/kg) y la preferencia (consumo de
etanol/consumo total de liquido [agua mas etanol] x 100]) para cada animal. Durante todo el
experimento, se calcularon la evaporacion y salpicaduras estimadas usando una jaula vacia
con dos frascos, uno con agua y el otro con la soluciéon apropiada de etanol. En los

experimentos, se ofrecié la elecciéon entre etanol (al 10%) y agua.
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Se realizaron tres grupos de experimentos con el paradigma de eleccion entre dos frascos.
En el primer grupo de experimentos, se llevé a cabo la curva dosis-respuesta de GAL(1-15).
Para esto, los grupos de ratas recibieron por via i.c.v. 1 nmol o 3 nmol de GAL(1-15) o
vehiculo 2, 14 y 24 horas antes de las mediciones. En el segundo grupo de experimentos,
se compararon los efectos de la prueba de eleccion entre dos frascos para GAL y GAL(1-
15). Para esto, los grupos de ratas recibieron por via i.c.v. 3 nmol de GAL, 3 nmol de GAL(1-
15) o vehiculo, 2, 14 y 24 horas antes de la prueba. En el ultimo grupo de experimentos, se
estudio la funcion de GALR2 para esto, los grupos de ratas recibieron por via i.c.v. 3 nmol
de GAL(1-15) combinados con 3 nmol del antagonista M871 de GALR2 2 horas antes de las

mediciones.

En la Fig. 1 se muestra el esquema general del disefio experimental.

Expresion del ARNm de los receptores de galanina, genes C-Fos y Rab5 en el cuerpo

estriado durante el consumo voluntario de etanol.

Los grupos de ratas del paradigma de eleccion entre dos frascos fueron decapitados 2 horas
después de la administracion por via i.c.v. de 3 nmol de GAL(1-15) o vehiculo y el cuerpo

estriado se disecciond y congeld en CO; sdlido hasta el analisis de expresién del ARNm.

Aislamiento de ARN y analisis cuantitativo mediante PCR en tiempo real

El procedimiento para realizar el aislamiento del ARN y la RT-PCR se ha descrito
previamente (Millon et al., 2015). Se aislé el ARN total del cuerpo estriado mediante el kit
RNeasy Lipid Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania). EI ADNc se obtuvo mediante el kit Reverse
Transcriptase Core (Eurogentec, Seraing, Bélgica). Estos pasos se realizaron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Todos los analisis mediante PCR se realizaron por triplicado usando Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.) en el sistema 7500 RT-PCR
(Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.). Las secuencias de los cebadores usadas en este

estudio son:

GAPDH-Directo: 5-GCTCTCTGCTCCTCCCTGTTC;
GAPDH-Inverso: 5-GAGGCTGGCACTGCACAA;
GALR1-Directo: 5'-AAAACTGGACAAAACTTAGCC;
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GALR1-Inverso: 5-GGATACCTTTGTCTTTGCTC;
GALR2-Directo: 5-AACAGGAATCCACAGACC;
GALR2-Inverso:5-CCCTTTGGTCCTTTAACAAG ;
C-FOS-Directo: 5-AAACGGAGAATCCGAAGG;
C-FOS-Inverso:5-CGTCTTCAAGTTGATCTGTC;
RAB5-Directo: 5-AAAAGAGCTGTTGACTTCC;
RAB5-Inverso: 5-AGGTCTACTCCTCTTCCTC.

Los datos se analizaron mediante el método comparativo Ct y se normalizaron con respecto

a las mediciones del ARNm de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Ensayo de la enzima alcohol deshidrogenasa

Se analizé la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) citosoélica hepatica en las
ratas de la prueba de eleccion entre dos frascos. La actividad de la ADH tiene una buena
correlacion con las tasas de eliminacion de etanol in vivo (Lumeng et al., 1979) y la
administracion de etanol crénica provoca un aumento en la actividad de la ADH (Buris et al.,
1985).

Se extrajeron los higados 2 horas después de las inyecciones i.c.v. y se congelaron en CO;
solido hasta su utilizacion. La determinacion de la actividad de la ADH se realizd en tejido
hepatico homogeneizado en una solucion de TrisHCI (10 mM, pH = 8,8; ditiotreitol 0,5 mM)
centrifugado a 12,000g durante 10 minutos. La actividad de la ADH se evalué usando un
microensayo adaptado al analizador Cobas Mira segun Shephard y colaboradores
(Shephard et al., 1987). Brevemente, se afiadieron 300 ul de solucién de NAD (2,9 mM en
Glicina 0,1 M/NaOH; p = 10) a 30 ul de muestra. La primera lectura optica se registré antes
de la adicién de 20 ul de etanol 17 mM y, después, se siguio la velocidad de cambio en la
absorcion del cromoégeno NADH a 340 nm con el tiempo con un analizador Cobas Mira a
37 °C. Una unidad de actividad se definié como la reduccion de 1 mol de NAD a NADH/min
a 37 °C.

Experimentos de actividad locomotora

En este experimento se investigaron los efectos de GAL(1-15) (3 nmol) sobre la locomocion
reducida por etanol (1,75 g/kg; intraperitoneal (i.p.)) (Vallof et al, 2016). La actividad

locomotora se registré en campo abierto para ratas (100 x 100 x 50 cm) donde los animales
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fueron colocados individualmente y se les dejé explorar libremente. Su comportamiento se
registroé durante un periodo de 30 minutos mediante una videocamara colocada en el techo,
y la actividad locomotora se analizé mediante el software de seguimiento de objetos
EthovisionXT. Después de cada ensayo, se limpiaron todas las superficies con un papel
absorbente y solucion de etanol al 70%, Para la actividad locomotora, se registraron la
distancia total recorrida (cm) y la velocidad media (cm/s). Se administré a los grupos de
ratas GAL(1-15) o vehiculo por via i.c.v. 20 minutos antes de la prueba; la administracion de

etanol i.p. (1,75 g/kg) o solucion salina se realizd 5 minutos antes de la prueba.

Expresion del ARNm de GALR1 y GALR2 después de la administracion aguda de

etanol

Se inyectaron grupos de ratas no tratadas experimentalmente con anterioridad con etanol
i.p. a 4g/kg (Bilbao et al., 2016), disuelto en una solucién salina estéril al 0,9 % (p/v),y 0,2y
4 horas después de la inyeccion se extrajeron los cerebros tras una rapida decapitacion Se
extrajeron rapidamente los cuerpos estriados de todos los animales y se congelaron
inmediatamente en CO, sodlido hasta su utilizacion. El procedimiento para realizar el

aislamiento del ARN y la RT-PCR se ha descrito previamente.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como las medias * error estandar de la media y los numeros de la
muestra (n) se indican en las leyendas de la figuras. Todos los datos se analizaron mediante
GraphPad PRISM 4.0 (software GraphPad). Para comparar dos condiciones experimentales,
se realizaron analisis estadisticos mediante la prueba de la t de Student no pareada. En
caso contrario, se realizaron analisis de varianza unidireccional (ANOVA) o ANOVA
bidireccionales seguidas de pruebas posteriores de comparacién de LSD de Fisher. Las

diferencias eran significativas con p < 0,05 (*p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

Ejemplo 1. Actividad de la ADH en higado en el consumo voluntario de etanol

La ingesta voluntaria de etanol a través del protocolo de la prueba de eleccion entre dos
frascos indujo un aumento significativo en la actividad de la ADH en comparacion con el

grupo inicial (t11 = 3,281 p<0,01), lo que confirm¢ la validez de nuestro modelo (Tabla 1).
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Actividad de la ADH

Tratamiento Valor inicial Vehiculo/EtOH

ADH (proteina Ul/g) 251,4+14,8 313,1£10,6

Tabla 1. Actividad de la ADH en el higado de animales del paradigma de eleccion entre dos
frascos. Efectos de la ingestion voluntaria de etanol en animales de la prueba de eleccion
entre dos frascos sobre la actividad de la ADH en el higado. Se utilizaron como grupo
vehiculo ratas inyectadas con liquido cefalorraquideo y como grupo inicial las ratas con las
que no se habia experimentado previamente. Los datos representan la media £+ EEM (n = 6-
7 animales por grupo). ~p<0,01 frente al grupo de referencia de acuerdo a la prueba t de
Student.

Ejemplo 2. GAL(1-15) inducia una disminucion de la ingesta de etanol y la preferencia

de alcohol en el paradigma de eleccidon entre dos frascos

GAL(1-15) a 3 nmol disminuia significativamente la ingesta de etanol a las 2 horas (ANOVA
unidireccional, F2,30 = 3,54 p<0,05, prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 2a), a las
14 horas (ANOVA unidireccional, F2,30 = 3,44 p<0,05, prueba LSD de Fisher post hoc:
p<0,05; Fig.2b) y a las 24 horas (ANOVA unidireccional, F2,29 = 3,59 p<0,05, prueba LSD
de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 2c) después de su administracion. GAL(1-15) a una dosis
de 1 nmol no tenia efecto sobre la ingesta de etanol en todos los puntos temporales

analizados.

Adicionalmente, 2 horas después de la administracién i.c.v. de 3 nmol de GAL(1-15), se
observé una disminucion significativa del 90% en la preferencia por etanol (ANOVA
unidireccional, F2,31 = 3,46 p<0,05, prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 2g). Este
efecto se mantenia durante 24 horas (ANOVA unidireccional, F2,31 = 3,57 p<0,05, prueba
LSD de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 2i). De nuevo, la dosis de 1 nmol de GAL(1-15) no

tenia efectos sobre la preferencia por etanol.

En la ingesta de agua (Fig. 2d,e,f) y pienso (Fig. 2j,k,I), no se hallaron diferencias en ningun
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punto temporal posterior a la administracién por via i.c.v. de GAL(1-15) a cualquier dosis.

Estos resultados indican que GAL(1-15) provoca una fuerte disminucion de la preferencia e

ingesta de alcohol en ratas.

Ejemplo 3. Comparacion entre GAL y GAL(1-15) en el paradigma de eleccion entre dos

frascos.

En la ingesta de etanol, el analisis ANOVA unidireccional global mostr6 una diferencia
significativa entre GAL y el fragmento N-terminal GAL(1-15) a las 2, 14 y 24 horas tras los
tratamientos. Dos horas después de la inyeccion, GAL(1-15) disminuia significativamente la
ingesta de etanol en comparacién con GAL (ANOVA unidireccional, F2,31 = 4,208 p<0,05,
prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,01; Fig. 3a). Se observo el mismo patron de respuesta
en los demas puntos temporales, GAL(1-15) disminuia significativamente la ingesta de
etanol frente a los grupos de GAL 14 (ANOVA unidireccional, F2,30 = 3,97 p<0,05, prueba
LSD de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 3b) y 24 horas (ANOVA unidireccional, F2,30 = 2,53
p<0,05, prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 3c) después de la inyeccion i.c.v.

En cuanto a la preferencia por etanol, se volvié a observar la diferencia entre GAL y GAL(1-
15). GAL(1-15) disminuia la preferencia por etanol en comparacion con GAL, 2 horas
después de su administracion (ANOVA unidireccional, F2,30 = 3,55 p<0,05, prueba LSD de
Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 3g), efecto que se mantenia 24 horas después (ANOVA
unidireccional, F2,32 = 3,43 p<0,05, prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 3i).

GAL no tiene efecto sobre la preferencia e ingesta de etanol en comparacion con el vehiculo

en cualquier punto temporal (Fig. 3).

No se encontraron diferencias entre GAL y el fragmento GAL(1-15) en la ingesta de agua

(Fig. 3d, e, f) ni en la ingesta de pienso (Fig. 3j, k, I).

Ejemplo 4. Efectos mediados por GAL(1-15) bloqueados por el antagonista M871 del

receptor GALR2 en el paradigma de eleccion entre dos frascos.

En la prueba de eleccion entre dos frascos, el antagonista M871 de GALR2 bloqueaba
significativamente la disminucién en la ingesta de etanol (ANOVA unidireccional,
F2,34 = 3,72 p<0,05, prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,05; Fig. 4a) inducida por GAL(1-
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15) 2 horas después de su administracion.

En cuanto a la preferencia por etanol, se observé el mismo tipo de cambio. Asi, GALR2
participaba en el efecto mediado por GAL(1-15), ya que el antagonista M871 de GALR2
blogueaba significativamente la disminucién en la preferencia por etanol inducida por GAL(1-
15) (ANOVA unidireccional, F2,32 = 3,39 p<0,05, prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,05;
Fig. 4c).

El antagonista M871 de GALR2 aislado a una dosis de 3 nmol no tenia efecto sobre la

ingesta de etanol (0,13 + 0,06 g/kg) ni sobre la preferencia por etanol (12,65 + 8,23%).
Ni la ingesta de agua (Fig. 4b) ni la de pienso (Fig. 4d) se modificaron con M871 (ingesta de
agua: 8,26 + 2,00 g/kg; ingesta de pienso: 6,67 + 0,95 g) o GAL(1-15)+M871 2 horas

después de la inyeccion.

Ejemplo 5. Efectos de GAL(1-15) sobre la expresion del ARNm de los receptores de

galanina y sobre los genes C-Fos y Rab5 del cuerpo estriado en el consumo

voluntario de etanol.

Como se muestra en la Fig. 5, GAL(1-15) a una dosis de 3 nmol producia un aumento
significativo en los niveles de ARNm de los genes C-Fos (ts = 5,488 p<0,001; Fig. 5a) y Rab5
(ts= 4,148 p<0,01; Fig. 5b) en la prueba de eleccion entre dos frascos 2 horas después de

su administracion.

La administracion de GAL(1-15) también modificaba la expresién de los receptores GALR1 y
GALR2 en el cuerpo estriado, lo que producia una disminucién significativa de los niveles
del ARNm de GALR1, (t10= 2,341 p<0,05; Fig. 5c) y una ligera reduccion en la expresion de
GALR?2, (t1o= 1,360 p=0,101; Fig. 5d), lo que sugiere la implicacion de ambos receptores en
los efectos de GAL(1-15).

Ejemplo 6. Efectos de GAL(1-15) sobre la locomocion reducida por etanol

Como se describié anteriormente, la administracién i.p. de etanol a 1,75 g/kg reducia la
distancia recorrida (ANOVA unidireccional, F1,25 =62,2 p<0,001) y la velocidad media
(ANOVA unidireccional, F1,25 = 62,2 p<0,001) cinco minutos después de su administracién
(Fig. 6).
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El efecto de la dosis de 3 nmol de GAL(1-15) sobre la locomocién (distancia recorrida y
velocidad media), dependia del etanol i.p. (distancia recorrida: ANOVA bidireccional para la
interaccion alcohol/tratamiento i.c.v.; F1,25=7,19 p<0,01; velocidad media: ANOVA
bidireccional para la interaccién alcohol/tratamiento i.c.v.; F1,25 = 7,19 p<0,01) (Fig. 6). Por
tanto, en las ratas tras la administracién i.p. de etanol, GAL(1-15) disminuia la distancia
recorrida (prueba LSD de Fisher post hoc: p<0,001; Fig. 6a), mientras que no se observaron
estos efectos en las ratas con administracién sistémica de solucion salina (prueba LSD de
Fisher post hoc: p =0,71; Fig. 6a). De forma similar a la distancia recorrida, GAL(1-15)
disminuia la velocidad media exclusivamente en las ratas tratadas sistémicamente con
etanol (prueba LSD de Fisher: p<0,001; Fig. 6b).

Ejemplo 7. Expresion de GALR1 y GALR2 en el cuerpo estriado después de la

administraciéon aguda de etanol

Para determinar si el etanol influia en la expresién de GALR1 y GALR2 en el cuerpo
estriado, evaluamos los efectos en la administracién aguda de etanol sobre los niveles del
ARNmM de GALR1y GALRZ2 en el cuerpo estriado a las 2 y a las 4 horas.

Como se muestra en la Tabla 2, una unica inyeccion de etanol (4g/kg i.p.) no tenia efecto
sobre la expresion de GALR1 en el cuerpo estriado a las 2 y a las 4 horas de la
administracion (ANOVA unidireccional, F2,14 = 1,19 p = 0,24).

Tiempo tras la inyeccién i.p. de EtOH (4g/kg)

Expresion de ARNm 0 horas 2 horas 4 horas
GALR1 0,8710,2 0,6040,1 0,4710,1
GALR2 1,21+0,1 1,2340,1 1,4410,1

Tabla 2. Efectos de la administracién de etanol sobre la expresion de GALR1 y GALR2 en el
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cuerpo estriado. Los efectos de la administracion aguda i.p. de EtOH (4 g/kg) sobre la
expresion del ARNm de GALR1 y GALRZ2 en el cuerpo estriado se midieron alas 0,2y 4
horas tras la inyeccion. Los datos representan la media + EEM (n = 4-8 animales por grupo).

No se encontraron diferencias significativas mediante el analisis ANOVA unidireccional.

Tampoco se observaron efectos sobre los niveles del ARNm de GALRZ2 en ningun punto
temporal (ANOVA unidireccional, F2,14 = 1,15 p = 0,34).
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Reivindicaciones

1. Un compuesto que es galanina(1-15), que tiene la férmula general Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-
Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala o GWTLNSAGYLLGPHA, o un analogo de la
misma, o su sal, éster, tautémero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, para su

uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos relacionados con el alcohol.

2. Un compuesto para su uso en la prevencién y/o tratamiento de trastornos y efectos
relacionados con el alcohol segun la reivindicacion 1 en la que dicho compuesto es
galanina(1-15), que tiene la férmula general Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-
Gly-Pro-His-Ala o GWTLNSAGYLLGPHA, o su sal, éster, tautdmero, solvato o hidrato

farmacéuticamente aceptable.

3. Un compuesto para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos
relacionados con el alcohol segun la reivindicacion 2 en la que dicho compuesto es
galanina(1-15), que tiene la férmula general Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-
Gly-Pro-His-Ala 0o GWTLNSAGYLLGPHA.

4. Un compuesto para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos
relacionados con el alcohol segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en las que el
trastorno o efecto relacionado con el alcohol se selecciona a partir de la lista compuesta por
intoxicacion aguda, uso nocivo, sindrome de dependencia, estado de abstinencia y otros

trastornos mentales o de comportamiento inducidos por el alcohol debido a su consumo.

5. Un compuesto para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos
relacionados con el alcohol segun la reivindicacién 4, en la que el trastorno o efecto

relacionado con el alcohol es embriaguez aguda o intoxicacion patoldgica.

6. Un compuesto para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos
relacionados con el alcohol segun la reivindicacion 4, en la que el trastorno o efecto

relacionado con el alcohol es sindrome de dependencia o estado de abstinencia.
7. Un compuesto para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos

relacionados con el alcohol segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en las que dicho

compuesto se utiliza para la reduccion del consumo de alcohol.
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8. Un compuesto para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos
relacionados con el alcohol segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en las que dicho
compuesto se utiliza en la preparacién de una composiciéon farmacéutica para su uso en

dicha prevencioén y/o tratamiento de trastornos y efectos relacionados con el alcohol.

9. Una composicion farmacéutica o kit que comprende galanina(1-15), que tiene la férmula
general Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala o]
GWTLNSAGYLLGPHA, o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdmero, solvato o
hidrato farmacéuticamente aceptable, para su uso en la prevencion y/o tratamiento de

trastornos y efectos relacionados con el alcohol.

10. Una composicion farmacéutica o kit que comprende galanina(1-15), que tiene la formula
general Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala o
GWTLNSAGYLLGPHA, o su sal, éster, tautébmero, solvato o hidrato farmacéuticamente
aceptable, para su uso en la prevencién y/o tratamiento de trastornos y efectos relacionados

con el alcohol.

11. Una composicion farmaceéutica o kit que comprende galanina(1-15), que tiene la férmula
general Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala o]
GWTLNSAGYLLGPHA, para su uso en la prevencion y/o tratamiento de trastornos y efectos

relacionados con el alcohol.

12. Una composicion farmacéutica o kit segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en
las que el trastorno o efecto relacionado con el alcohol se selecciona a partir de la lista
compuesta por intoxicacion aguda, uso nocivo, sindrome de dependencia, estado de
abstinencia y otros trastornos mentales o de comportamiento inducidos por el alcohol debido

a Su consumo.

13. Una composicion farmacéutica o kit segun la reivindicaciéon 12, en la que el trastorno o

efecto relacionado con el alcohol es embriaguez aguda o intoxicacion patoldgica.

14. Una composicién farmacéutica o kit segun la reivindicacion 12, en la que el efecto o

trastorno relacionado con el alcohol es sindrome de dependencia o estado de abstinencia.

15. Una composicion farmacéutica o kit segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a14, en

las que dicha composicion farmacéutica o kit se utiliza en la reduccion del consumo de
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alcohol.

16. Una composicion farmacéutica o kit segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a15, en
las que dicha composicion farmacéutica o kit comprende adicionalmente otro principio activo

y se adapta para su combinacién simultdnea o secuencial.

17. Una composicion farmacéutica o kit segun la reivindicacién 16, en la que la composicién
farmacéutica o kit preparado se adapta para la administracion simultanea de los principios

activos.

18. Una composicion farmacéutica o kit segun la reivindicacion 17, en la que los principios

activos se encuentran en la misma forma de dosificacion unitaria.
19. Una composicion farmacéutica o kit segun la reivindicacion 16, en la que la composicion
farmacéutica o kit preparado se adapta para la administracion secuencial de los principios

activos.

20. Una composicion farmacéutica o kit segun la reivindicacién 19, en la que los principios

activos se encuentran en formas de dosificacién unitarias independientes.
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