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ES 2312774 T3

DESCRIPCION

Compuestos bioldgicamente activos para la modificacién de olores corporales.

La invencion se refiere al uso de ligandos de MHC, que son péptidos que se unen a MHC, para la fabricacion de
un agente para modificar olores corporales. Particularmente, la invencidn es aplicable en el campo de la cosmética y
de la medicina.

Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) presentan péptidos propios y no propios
en la superficie celular, para el reconocimiento mediante linfocitos T. En poblaciones naturales, los genes del MHC
son muy polimérficos (1); la variabilidad entre las moléculas de MHC conduce a especificidades (2) por ligandos
notablemente diferentes, y de ese modo controla la resistencia frente a patégenos y parasitos. Se han propuesto varios
mecanismos para explicar el mantenimiento de la elevada diversidad alélica en los genes del MHC (3-5). Se sabe
que las estrategias (6) de seleccion sexual a base de MHC implican mecanismos olfativos en los peces (7, 8), ratones
(9), y posiblemente en seres humanos (10). Usando olores masculinos para guiar a su pareja elegida, las hembras
del espinoso (Gasterosteus aculeatus) optimizan el grado de polimorfismo del MHC de su descendencia (7, 8); sin
embargo, se desconoce la naturaleza molecular de las sefiales de los olores.

El olor corporal y el comportamiento reproductivo estdn incluidos por los genes muy polimérficos del comple-
jo principal de histocompatibilidad (MHC) en muchas especies (11, 12). Las moléculas del MHC muestran, para
presentacion en la superficie celular, un cierto subconjunto de péptidos intracelulares; la diversidad quimica de las
poblaciones de péptidos unidos estd determinada directamente por la estructura molecular de las ranuras de las mo-
Iéculas del MHC (2) que se unen a ligandos. Por lo tanto, la informacidn para el reconocimiento individual se puede
conferir mediante las propias moléculas del MHC polimérficas o mediante las propiedades quimicas de sus ligandos.
Cualquiera que sea su naturaleza molecular, en una situacién experimental, se puede esperar que el agente o agentes
olorosos que funcionan en la seleccién sexual relacionada con el MHC tengan al menos dos propiedades. En primer
lugar, deberian de ser capaces de modificar el resultado de la eleccién de la pareja. En segundo lugar, este efecto
deberia depender del estado del MHC de los compaiieros con los que se emparejardn. Aunque se conocen desde algtin
tiempo las preferencias de emparejamientos relacionadas con el MHC para ratones (9) y seres humanos (10), este
fendmeno sdlo se describid recientemente en los peces (7, 8). Se ha usado este sistema experimental y los criterios
anteriores para identificar sefiales potenciales de olores.

Se demuestra que la eleccion de la pareja se puede modificar experimentalmente mediante péptidos sintéticos que
se asemejan a ligandos del MHC. En la mayoria de los casos, las hembras del espinoso gestantes prefieren el agua de
machos que se suplement6 con péptidos frente al agua de machos no suplementada. Sin embargo, cuando la adicién
de péptidos al agua de machos condujo al rechazo por la hembra, la diversidad combinada del MHC (segin se estima
mediante los alelos de clase IIB) fue significativamente mayor que en parejas, prefiriendo el agua suplementada con
péptidos. De este modo, el péptido funciona como sefiales olorosas para las hembras del espinoso cuando éstas evaltian
el grado de polimorfismo del MHC de su pareja potencial.

El resultado de que los ligandos peptidicos del MHC son capaces de modificar olores corporales es completamente
sorprendente. Hasta ahora los péptidos no se habfan tomado en cuenta como posibles sustancias olorosas, debido a su
masa. En lugar de esto, se suponia que la flora equiparable de microorganismos de un individuo puede ser incluida
por la estructura del MHC y de este modo, se producen productos metabdlicos de bajo peso molecular especificos del
MHC via el microorganismo, y estos tltimos representan parte del olor corporal (10, 17, 18).

El documento DE 10021579 describe composiciones olorosas derivadas de moléculas del MHC fragmentadas. No
se describe que los ligandos peptidicos del MHC sean capaces de actuar como sustancias olorosas.

De este modo, la presente invencion describe el uso de ligandos del MHC para modificar olores corporales.

La materia objeto de la invencién, en una primera realizacion, es el uso no terapéutico de una composicién para
modificar olores corporales, comprendiendo dicha composicién como agente activo al menos un ligando del MHC, y
opcionalmente componentes cosméticos habituales. Segin la invencién, un ligando del MHC es un péptido capaz de
unirse a moléculas del MHC, y la concentracién del ligando del MHC esta en el intervalo de 0,01 nM a 100 M.

Una realizacién adicional de la invencién es el uso de un ligando del MHC para la fabricacién de una composicién
terapéutica para la reduccién de la tasa de abortos.

La invencién es adecuada para modificar olores corporales en animales, particularmente en vertebrados tales como
peces, anfibios, reptiles, pdjaros y mamiferos, incluyendo el ser humano. La modificacién de los olores corporales
puede dar como resultado la modificacién de las elecciones de las parejas.

El ligando del MHC puede ser un ligando del MHC de clase I, o del MHC de clase II. Preferiblemente, el MHC es
un ligando del MHC de clase II. El ligando del MHC es un péptido, particularmente un péptido sintético. El péptido
tiene preferiblemente una longitud de 5 a 20 amino4cidos, mas preferiblemente de 6 a 15 aminodacidos. Adicionalmen-
te, el péptido muestra preferiblemente restos de aminodcidos que actdan como anclas, necesarios para la unién a las
moléculas del MHC (2) especificas de alelos.
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Una realizacién preferida de la invencion se refiere a los campos de la cosmética, particularmente a la fabricacién
de un perfume. Hasta ahora, la composicién de perfumes se realizaba con materiales bdsicos naturales o sintéticos,
basandose en un conocimiento empirico. A la luz de los hallazgos que subyacen a la presente invencién, el olor
corporal puede ser influido de manera predeterminada por medio de la adicién a los perfumes de ligandos peptidicos
definidos del MHC, o mds bien combinaciones de varios ligandos del MHC. Ademads, los péptidos sintéticos pueden
sustituir completamente o al menos parcialmente las costosas sustancias presentes hasta ahora en los perfumes, a fin
de lograr una composicion de perfumes mas barata y quimicamente definida.

Las composiciones cosméticas segun la invencién contienen componentes cosméticos habituales, tales como otras
sustancias activas, vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes, ademds de los ligandos del MHC. Por ejemplo, las compo-
siciones cosméticas se pueden formular como liquidos, geles, cremas, suspensiones lechosas, ungiientos, aerosoles,
pulverizaciones, suspensiones, polvos, etc., junto con otros ingredientes, por ejemplo otros agentes olorosos, auxilia-
res, vehiculos y/o diluyentes. Las composiciones se pueden administrar tdpica, oral o nasalmente, o mediante cualquier
otro medio adecuado. Preferiblemente, las composiciones se aplican a la piel y/o a las ropas de un individuo, de manera
que permita el acceso del compuesto al entorno, por ejemplo el aire, que rodea al individuo. La concentracién de la sus-
tancia activa en las composiciones cosméticas oscila en el intervalo de subnano a micromolar, de 0,01 nM a 100 uM.

En una realizacién adicional de la invencidn, se pueden usar composiciones para modificar olores corporales, que
comprenden ligandos del MHC como agente activo, para aplicaciones terapéuticas en medicina humana y veterinaria,
por ejemplo para uso en medicina reproductiva. Por ejemplo, se sabe que las parejas que tienen un gran nimero de
abortos prematuros muestran una gran identidad de sus tipos de MHC (referencia 12 y citas alli). De este modo, cuando
se emplean diferentes péptidos sintéticos del MHC para una de las parejas, se puede lograr una reduccion de la tasa
de abortos. Ademds, son concebibles otras aplicaciones en medicina humana y en medicina veterinaria, tales como el
aumento del éxito de emparejamientos en la cria selectiva.

Las composiciones para aplicaciones terapéuticas contienen la sustancia activa en concentraciones que estdn en el
intervalo de subnano-a micromolar, de 0,01 nM a 100 M. Aparte de esto, las composiciones también pueden conte-
ner vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes farmacoldgicamente aceptables. Las composiciones terapéuticas se pueden
administrar, por ejemplo, por cualquier medio que permita el acceso del compuesto al entorno, por ejemplo al aire,
que rodea al individuo. Por ejemplo como se describe anteriormente para las composiciones cosméticas.

Adicionalmente, la invencidn se deberd de ilustrar con detalle mediante las siguientes Figuras y Ejemplos.

Figura 1

Los péptidos son reconocidos como pistas de olor en la eleccion de la pareja, a, Los péptidos con caracteristicas
estructurales de ligandos del MHC modifican la eleccion de la pareja. Se evaluaron hembras de espinoso gestantes, con
agua de macho con (paneles de la izquierda) y sin (paneles de la derecha) la adicion de péptidos sintéticos. Se muestra
el exceso de tiempo (en segundos) gastado en cada categoria (con simbolo 0 indica que el pez gasté 300 segundos en
cada una de las dos columnas de la cdmara de flujo). Se afiadieron cinco péptidos (FAPGNYPAL, ASNENMETM,
AAPDNRETEF, SYFPEITHI y SYIPSAEKI) hasta una concentracién final de 5 mM. En conjunto, las hembras (n = 24)
gastaron una media de 368,9 +/- 36,5 segundos en la columna que contiene la mezcla peptidica, b, La diversidad del
MHC de las parejas que se van a emparejar determina el resultado de la eleccidn de la pareja tras la suplementacion del
péptido. Se compard el nimero total de diferentes alelos del MHC de clase IIB en parejas de peces hembra y macho
para grupos de hembras que prefieren o rechazan el agua del macho suplementada con el péptido. La diversidad del
MHC es mayor en las parejas en las que la hembra rechazé el agua suplementada con el péptido. Las graficas de cajas
indican la mediana, cuartiles y deciles.

Tabla 1
Los olores de macho naturales y los péptidos sintéticos presentan caracteristicas similares en experimentos de
eleccion de parejas.
Ejemplo
1. Métodos
1.1 Caracterizacion del MHC
La caracterizacion de los genes del MHC de clase IIB se realizé como se describe (7, 29).
1.2 Experimentos de seleccion sexual

Se ha descrito (7) la fuente de espinosos. El montaje del canal de flujo para evaluar la eleccién de la pareja deter-
mina la preferencia olorosa, como precursor de la eleccion de la pareja. Se tomé agua del tanque de un macho soltero
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por ensayo, y se usé tanto como agua de estimulo (tras la adicién del péptido o péptidos) asi como también como agua
de control (tras la adicién del disolvente). Se afiadieron los péptidos a la botella con agua de estimulo justo antes del
experimento, a una concentracion final de 1 mM; ésta se diluye hasta 5 nM en la columna de agua que pasa a través
del compartimiento de ensayo. Se usaron los siguientes nonapéptidos, indicdndose las especificidades por el MHC
entre paréntesis: FAPGNYPAL (H2-K®); ASNENMETM y AAPDNRETF (H2-D); SYFPEITHI y SYIPSAEKI (H2-
K%). Los péptidos se sintetizaron mediante quimica con 9-fluorenilmetoxicarbonilo en fase s6lida. En los experimentos
que usan un tnico péptido, se usé AAPDNRETF. Todos los experimentos se realizaron doblemente a ciegas, segiin se
describié. El analisis estadistico se realiz6 mediante JMP 4.

2. Resultados

Las preferencias de unién por los péptidos de las moléculas del MHC de los espinosos son desconocidas; por lo
tanto, se usaron péptidos sintéticos derivados de proteinas endégenas de ratén y viricas que son ligandos para diferentes
moléculas de MHC de ratén. Tales péptidos parecen casi con certeza extrafios a los espinosos, independientemente de
sus genotipos del MHC. Las hembras gestantes prefieren agua procedente de un tanque que contenga un macho frente
a aquella de un tanque con agua fresca (Experimento A, Tabla 1). Por lo tanto, se evalud si la adicién del péptido o
péptidos al agua procedente de machos individuales alteraria el resultado de la eleccién de la pareja. Se presentaron
hembras gestantes con agua procedente de machos solteros con y sin la adicién de una mezcla de cinco péptidos
diferentes en las dos columnas de un canal de flujo.

La mayoria de las hembras prefirieron el agua de macho suplementada verdaderamente frente a su version suple-
mentada falsamente (Fig. 1a), indicando que los péptidos sintéticos son capaces de modificar la eleccion de la pareja.
En conjunto, la preferencia por el agua de macho suplementada con el péptido fue muy significativa (368,9 +/- 36,5
segundos frente a 231,1 +/- 36,5 segundos; prueba de la t para datos emparejados: t = 3,8, n = 24, p = 0,001, de dos
colas) (Tabla 1). Sin embargo, en ciertas combinaciones de hembras y machos, la hembra rechazé el agua de macho
suplementada con el péptido (Fig. 1a). Debido a que las hembras del espinoso guian a su eleccién de pareja hacia
un grado 6ptimo del polimorfismo del MHC en su descendencia (7, 8), la intervencion experimental distorsionaria el
grado preferido de la diversidad del MHC durante la eleccién de la pareja, si las hembras aceptasen péptidos sintéticos
como sefiales olorosas. Para evaluar esta hipdtesis, se usaron los genotipos conocidos en los lugares del MHC de clase
IIb (7, 13). Los resultados mostrados en la Fig. 1b indican que el polimorfismo combinado del MHC representado
en las parejas que prefieren agua de macho completa es significativamente mayor que en las parejas que prefieren las
muestras de agua suplementadas con péptidos (11,5 alelos diferentes (10, 12.25) frente a 9 alelos diferentes (7, 10);
mediana (cuartiles); ensayo exacto para datos emparejados de Wilcoxon: z = 1,96, n = 21, p = 0,046, de dos colas).
Se debe observar que las parejas que se emparejan en el grupo que rechaza el agua suplementada pasarian, de media,
a su descendencia un nimero de alelos de clase IIB detectablemente diferentes, mas préximo al nimero medio ob-
servado en la poblacién de peces capturados en estado salvaje (5,8 +/- 0,13; Ref. 7), que las parejas procedentes del
grupo que prefiere el suplemento peptidico. De este modo, estas dltimas son atraidas por el agua suplementada con el
péptido, puesto que estas imitaciones aumentaron la diversidad del MHC en el macho. Esto muestra la interaccién de
los péptidos sintéticos y las sefiales olorosas naturales. También es un signo adicional de la estrategia de optimizacién
(7, 8) usada por los espinosos durante la eleccion de la pareja, siendo el nimero 6ptimo de alelos del MHC de clase
IIB diferentes entre 9y 11,5.

Cuando el experimento anterior se repitié con un péptido (Experimento C, Tabla 1), las hembras de espinoso
prefirieron nuevamente el agua de macho suplementada (327,7 +/- 24,8 segundos frente a 272,3 +/- 24,8 segundos;
prueba de la t para datos emparejados: t = 2,2, n =25, p = 0,035, de dos colas). De forma importante, existe una fuerte
tendencia de que el exceso de tiempo gastado en el lado del agua de macho suplementada con un tnico péptido es
menor que el gastado con cinco péptidos (27,7 +/- 12,4 segundos frente a 68,9 +/- 18,2 segundos; prueba de la t para
datos emparejados: t = 1,9, n =49, p = 0,066, de dos colas). Dada una distribucién similar de la diversidad del MHC
en parejas que se van a emparejar, esto es de esperar debido a que un tnico péptido sdlo incrementa marginalmente la
complejidad supuesta del olor.

En los siguientes experimentos se investigaron adicionalmente las propiedades de las sefiales de los péptidos per-
cibidas por hembras de espinoso en la eleccion de la pareja, relacionada con el olor. En primer lugar, se determiné el
efecto de los péptidos en el tanque con agua solamente. Los resultados muestran que la adicién de péptidos al tanque
con agua solamente no es atractiva para las hembras de espinoso (Experimento B, Tabla 1). En su lugar, el péptido o
péptido sélo son reconocidos conjuntamente con agua de macho (Experimentos C y D, Tabla 1), indicando la presen-
cia de otras sefiales olorosas masculinas posiblemente invariantes. Cuando los peces no gestantes se expusieron a agua
de macho con y sin péptido, no se observé preferencia (Experimento E, Tabla 1), sugiriendo que la gravidez es un
pardmetro importante para activar el sistema de reconocimiento. De forma importante, los experimentos B y E (Tabla
1) también descartan la posibilidad de que las hembras reconozcan péptidos fuera del contexto de la eleccién de la
pareja, es decir como sefiales de alimentos, etc.

Ambas estrategias, el recuento de alelos (7) y el emparejamiento de individuos que tienen rasgos menos similares
que probablemente en el emparejamiento al azar (8), usadas por los espinosos, requieren la evaluacién de la diversidad
de los ligandos peptidicos del MHC. Aunque actualmente se desconoce qué péptidos pueden ser reconocidos por el
sistema olfativo, estructuralmente una clase especial de receptores olfativos (denominados V2R en ratones) son candi-
datos para unir pequefios péptidos (14). De hecho, las pruebas preliminares indican que los receptores de la clase V2R

4



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312774 T3

en ratones interactdan con componentes feromonicos de naturaleza proteinosa indefinida (15). Para un homélogo de
V2R en los peces, se encontré una elevada afinidad de unién al aminoécido arginina (16), pero en este experimento no
se investigo el efecto de péptidos o proteinas. Debido a su basta diversidad quimica, es muy probable que los péptidos
porten informacién especifica del individuo que los pequefios compuestos (por ejemplo metabolitos de aminodcidos)
que se han considerado previamente como moléculas sefiales (17, 18). Los receptores olfativos son exquisitamente
sensibles, y reconocen sus ligandos en el intervalo de concentracién subnanomolar (14). Aunque miles de péptidos
quimicamente diferentes son presentados por una molécula de MHC particular sobre la superficie celular (19), algunos
péptidos son mucho mads frecuentes que otros (20) y pueden estar presentes en concentraciones susceptibles para la
deteccion olfativa. Para la identificacién de la diversidad del MHC, puede ser suficiente la discriminacion olfativa de
tales péptidos prevalentes.

Los péptidos unidos al MHC se pueden convertir en ligandos para receptores olfativos en al menos dos formas.
Pueden ser liberados de moléculas de MHC y después se pueden unir a proteinas portadoras no especificas (21); de
tal manera, pueden sobrevivir a la degradacion enzimatica durante el transito en fluidos extracelulares y secreciones
corporales (22, 23). Ademads de las moléculas del MHC polimérficas como determinadores principales de la diversidad
peptidica, las proteinas portadoras polimérficas tales como las MUP (24) pueden modificar adicionalmente el reperto-
rio de ligandos (25, 26) presentado a los receptores olfativos. Una posibilidad alternativa pero no exclusiva es que los
péptidos pueden permanecer unidos a las moléculas del MHC solubles, o a sus fragmentos, que se han detectado en el
suero (27) y en la orina (28). Independientemente de la naturaleza molecular de la molécula o moléculas portadoras,
el reconocimiento de péptidos unidos a portadores por receptores olfativos se puede producir de formas anédlogas al
reconocimiento por receptores de células T.

En conclusidn, los resultados sugieren que los péptidos con caracteristicas estructurales de ligandos del MHC
constituyen una parte especifica del individuo del olor masculino en espinosos, y también proporciona un marco de
trabajo conceptual para explicar los resultados de experimentos previos sobre el comportamiento reproductivo en otras
especies relacionado con el MHC, tales como roedores y seres humanos.

TABLA 1
Hembra Experi- Fuente 1 Fuente 2 Tiempo Tiempo n p
mento de agua de agua gastado en gastado en
el lado de el lado de
la fuente 1la fuente
1 de agua 2 de agua
(s) (s)
Gestante
A Fresca Macho 229,2+46,8 365,2%46,8 14 0,01
Fresca + Fresca + 1 308,2%24,6 291,8+24,6 24 0,51
disolvente péptido
C Macho + Macho + 1 272,3+24,8 327,2%+24,8 25 0,035
disolvente péptido
D Macho + Macho + 5 368,9+36,5 231,1+36,5 24 0,001
disolvente péptidos
No ges-
tante
E Macho + Macho + 1 291,8+23,5 308,1%+23,5 25 0,49
disolvente péptido
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REIVINDICACIONES

1. Uso no terapéutico de una composicioén para modificar olores corporales, comprendiendo dicha composicién
como agente activo al menos un ligando del MHC y opcionalmente componentes cosméticos habituales, en el que el
ligando del MHC es un péptido capaz de unirse a moléculas del MHC, y en el que la concentracién del ligando del
MHC estd en el intervalo de 0,01 nM a 100 uM.

2. El uso de la reivindicacién 1, en el que la composicién no terapéutica es una composicion cosmética.
3. El uso de la reivindicacién 2, en el que la composicién cosmética es un perfume.
4. El uso de la reivindicacion 1, para incrementar el éxito de emparejamientos en la cria selectiva.

5. Uso de un ligando del MHC para la fabricacién de una composicion terapéutica para el tratamiento de una
indicacién médica seleccionada de una reduccién de la tasa de abortos, en el que el ligando del MHC es un péptido
capaz de unirse a moléculas del MHC, y en el que la concentracién del ligando del MHC estd en el intervalo de
0,01 nM a 100 uM.

6. El uso de la reivindicacion 5, para uso en medicina humana o veterinaria.

7. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la molécula del MHC es una molécula del MHC
de clase I o una molécula del MHC de clase II.

8. Un método cosmético, no terapéutico, para modificar olores corporales, que comprende aplicar una composi-
ciéon que comprende como agente activo al menos un ligando del MHC y opcionalmente componentes cosméticos
habituales, a un sujeto que necesita modificar los olores corporales, en el que el ligando del MHC es un péptido capaz
de unirse a moléculas del MHC, y en el que la concentracion del ligando del MHC estd en el intervalo de 0,01 nM a
100 uM.

9. Fl método de la reivindicacién 8, que comprende la aplicacién por medios topicos.
10. El método de la reivindicacién 9, que comprende la aplicacién como un aerosol.

11. Una composicién cosmética para modificar olores corporales, que comprende al menos un ligando del MHC
como agente activo, y opcionalmente componentes cosméticos habituales para la administracion tépica de una manera
que permita el acceso del agente activo al entorno que rodea a un individuo, en la que el ligando del MHC es un
péptido capaz de unirse a moléculas del MHC, y en la que la concentracién del ligando del MHC esta en el intervalo
de 0,01 nM a 100 uM.

12. Una composicion terapéutica para el tratamiento de una indicacién médica reproductiva, seleccionada de una
reduccion de la tasa de abortos, que comprende al menos un ligando del MHC como agente activo para la administra-
cidén tdpica de una manera que permita el acceso del agente activo al entorno que rodea a un individuo, en la que el
ligando del MHC es un péptido capaz de unirse a las moléculas del MHC, y en la que la concentracion del ligando del
MHC estd en el intervalo de 0,01 nM a 100 uM.



Figura 1

Diversidad combinada del MHC
(numero de diferentes alelos de clase IIB)
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