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DESCRIPCION
Péptido que presenta unos efectos antidiabéticos y antiobesidad, y utilizacion del mismo
Campo técnico

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente coreana n° 10-2015-0059648, presentada el
28 de abril de 2015, en la KIPO.

La presente invencion se refiere a un péptido con actividad antiobesidad y antidiabetes, y a su utilizacién como se
define en las reivindicaciones.

Antecedentes de la técnica

En Corea, la ingesta de grasas en la dieta ha aumentado recientemente con el crecimiento de la economia y la
occidentalizacion de la dieta, y la aparicion de enfermedades metabdlicas tales como obesidad, diabetes,
hiperlipidemia, hipertension, arteriosclerosis, y el higado graso han aumentado debido a la falta de ejercicio.
Ademas, la obesidad es un problema estético para las personas que generalmente tienden a preferir los tipos de
cuerpo delgado, ademas de estar asociada con diversos trastornos.

Hasta la fecha, los agentes terapéuticos para la obesidad se pueden dividir en gran medida en farmacos que
actuan sobre el sistema nervioso central para afectar el apetito, y farmacos que actuan sobre el tracto
gastrointestinal para inhibir la captacion. Los farmacos que actian sobre el sistema nervioso central se
comercializaron como farmacos contra la obesidad, que actian sobre la serotonina (5-HT) en el sistema nervioso,
tales como fenfluramina, dexfenfluramina, y similares, sobre el sistema nervioso de noradrenalina, tal como
efedrina y cafeina, y tanto en el sistema nervioso de la serotonina como en el de la noradrenalina, tal como la
sibutramina recientemente desarrollada, como se clasifican por mecanismos de accién. Un representante de los
farmacos contra la obesidad que actian sobre el tracto gastrointestinal es el orlistat, aprobado como agente
terapéutico para la obesidad, que inhibe la lipasa intestinal para reducir la captacion de grasas. Existen problemas
con algunos de los medicamentos preexistentes. Por ejemplo, se ha prohibido la comercializacion de fenfluramina
y similares debido al efecto secundario de sufrir hipertension pulmonar primaria o enfermedad cardiaca valvular, y
no se pueden aplicar otros medicamentos a pacientes con insuficiencia cardiaca o insuficiencia renal debido a la
aparicion de una reduccion de la tension arterial o acidosis lactica.

La diabetes es un grupo de trastornos metabdlicos que se producen cuando la insulina se segrega de forma
insuficiente o en heces que no permiten el funcionamiento normal (DeFronzo, 1988), y se caracteriza por
hiperglucemia, es decir, niveles elevados de azucar en sangre durante un periodo prolongado, que provoca
diversos sintomas y sindromes, con glucosa en orina. En los ultimos afios, la prevalencia de la obesidad, en
particular la obesidad abdominal, ha aumentado, lo que ha provocado la explosion de la prevalencia de la diabetes.

En el afio 2000, se estimaba que los pacientes con diabetes eran 170 millones en todo el mundo, y se esperaba
que aumentaran a 370 millones de personas en 2030. Sin embargo, un informe de analisis de 2008 mostré que el
numero de pacientes con diabetes puede haber alcanzado ya los 350 millones en todo el mundo (Danaei et al.,
2011), con una agregacion mucho mas significativa de lo esperado. Se informa que mas de alrededor de 80% de
los pacientes con diabetes tipo 1 son obesos, mientras que s6lo menos de 10% de los pacientes (no) obesos
presentan diabetes (Harris et al. 1987). La correlacion entre diabetes y obesidad se atribuye al hecho de que las
adipocinas y los acidos grasos libres son segregados de manera irregular para inducir la acumulaciéon de acidos
grasos en los tejidos sensibles a la insulina, tales como células beta, rifiones, higado, corazon, etc., lo que produce
lipotoxicidad. Si se deja sin un tratamiento adecuado, la hiperglucemia crénica puede ser propensa a incurrir en
diversos sintomas patoldgicos que incluyen retinopatia, disfuncién renal, neuropatia y trastorno vascular. Para
prevenir tales complicaciones es indispensable un control eficaz del aztcar en sangre.

Actualmente, el control de los niveles de azicar en sangre se logra mediante la mejora del estilo de vida (terapia
de dieta, terapia de ejercicio), y medicamentos. Sin embargo, la terapia de dieta o la terapia de ejercicio es dificil
de manejar y practicar estrictamente, con limitaciones de los efectos de las mismas. Por lo tanto, la mayoria de los
pacientes con diabetes dependen del control de los niveles de azicar en sangre mediante medicamentos tales
como insulina, secretagogos de insulina, sensibilizadores a la insulina, y agentes hipoglucémicos, asi como en la
mejora del estilo de vida.

La insulina producida usando un método recombinante se usa como un farmaco indispensable para los pacientes
con diabetes tipo 1y los pacientes con diabetes tipo 2 que no logran controlar los niveles de azicar en sangre, y
es ventajosa para el control del azicar en sangre. Sin embargo, adolece de la desventaja de la repulsion a las
agujas de las jeringas, la dificultad de administracion, el riesgo de hipoglucemia, y el aumento de peso.

Las meglitinidas, un tipo de secretagogos de la insulina, son agentes de accidn corta y se toman antes de las
comidas. Entre ellos se encuentran NovoNorm (repaglinida), Fastic (nateglinida) y Glufast (mitiglinida). Los
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sensibilizadores a la insulina se caracterizan por casi ninguna aparicion de hiperglucemia cuando se toman solos,
y pueden ejemplificarse mediante farmacos de biguanida, tal como metformina, y farmacos de tiazolidindiona tal
como Avanida (rosiglitazona) y Actos (pioglitazona).

Recientemente, se han desarrollado agonistas de GLP-1 utilizando la accién del péptido 1 similar al glucagén, que
es una hormona estimulante de la secrecion de insulina, e incluyen exenatida y Victoza (liraglutida). Ademas, los
inhibidores de DDP-4, que inhiben la accion de DPP (dipeptidil peptidasa-4), una enzima responsable de la
inactivacion rapida de GLP-1, son farmacos recientemente desarrollados, y estan ejemplificados de forma
representativa por Januvia (nombre del ingrediente: sitagliptina). Sin embargo, se informa de que esos
medicamentos presentan efectos secundarios de hepatoxicidad, trastornos gastrointestinales, trastornos
cardiovasculares, y carcinogenicidad. Otro problema con los farmacos es el alto coste anual del tratamiento, que
es una barrera para el tratamiento de la diabetes. De hecho, los costes de atencion médica de la prediabetes y la
diabetes se acercaron a unos 200 billones de wones en los Estados Unidos de América desde 2007 (Dall et al.,
2010), y los costes de atencién médica de la obesidad asimismo estan cerca de los 150 billones de wones solo en
los Estados Unidos de América desde 2008 (Finkelstein et al., 2009). Por lo tanto, existe una necesidad urgente
de desarrollar un farmaco que pueda reducir eficazmente los niveles de glucosa en sangre y pueda aplicarse tanto
a la diabetes como a la diabetes inducida por obesidad, con menos efectos secundarios.

Para ello, los presentes inventores han prestado atencion recientemente a los mecanismos reguladores del
metabolismo energético con el fin de encontrar un método mejorado para el tratamiento de la obesidad, y han
investigado las sefales responsables de la acumulacion de lipidos y las proteinas que afectan la acumulacién de
lipidos tras la ingesta de dietas ricas en grasa en seres humanos, con la premisa de que el compuesto a desarrollar
debe ser de mayor seguridad (menor toxicidad). Como resultado de la investigacion sobre sefiales para suprimir
la expresion de proteinas responsables de la acumulacion de grasa y de degradar la grasa acumulada, y sobre
proteinas implicadas en la sefializacion, los presentes inventores lograron desarrollar péptidos que promueven la
lipdlisis. Ademas, los péptidos de la presente invencion y descripcion exhiben una eficacia terapéutica
sobresaliente sobre la diabetes y la diabetes inducida por obesidad. La acumulacion de grasa inducida por dietas
ricas en grasas, la supresion de la sefializacion de insulina atribuida a la acumulacion de grasa en el higado o el
musculo, y la tolerancia resultante a la insulina son causas de diabetes. Cada péptido y complejo peptidico segun
la presente invencién y descripcion son terapéuticamente eficaces para dicha diabetes y diabetes inducida por
obesidad.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, se hace referencia a muchos articulos y documentos de patentes,
indicandose sus citas.

Descripcion detallada
Problema técnico

Culminando en la presente invencion, la investigacion intensiva y exhaustiva sobre el desarrollo de una pluralidad
de péptidos sobresalientes que presentan actividad biolégicamente eficaz, realizada por los presentes inventores,
condujo al hallazgo de que los péptidos que presentan las secuencias de aminoacidos de SEC ID n°: 1 a 7 exhiben
no solo efectos contra la obesidad al suprimir la acumulacion de grasa inducida por la dieta rica en grasas y
degradar la grasa ya acumulada, sino asimismo efectos terapéuticos elevados sobre la diabetes y la diabetes
inducida por obesidad, y las complicaciones de la diabetes.

Por lo tanto, un objetivo de la presente divulgacion es proporcionar péptidos que presenten las secuencias de
aminoacidos de SECIDn% 1a7.

Un objetivo de la presente invencidn es proporcionar un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SECIDn% 203.

Otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar un péptido que presente actividad antiobesidad o
antidiabetes. Mas especificamente, un objetivo de la presente invencién es proporcionar un péptido para la
utilizacién en la prevenciéon o el tratamiento de la obesidad o la diabetes, que consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 2 0 3.

Un objetivo adicional de la presente divulgacion es proporcionar un complejo peptidico que presente actividad
antiobesidad o antidiabetes.

Todavia otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica para la utilizacion en
la prevencion o el tratamiento de la obesidad.

Todavia otro objetivo de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica para la utilizacion en
la prevencion o el tratamiento de la diabetes.
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Los objetivos de la presente invencion son en particular como se definen en las reivindicaciones.

Otros objetivos y ventajas de la presente invencion y divulgacion se pondran mas claramente de manifiesto
mediante la siguiente descripcion detallada, las reivindicaciones y los dibujos.

Solucion técnica

Se describe en la presente memoria un péptido que presenta una seleccionada de entre el grupo que consiste en
las secuencias de aminoacidos de SECID n°%: 1a7.

La presente descripcion proporciona un péptido de actividad antiobesidad y antidiabetes que presenta una
seleccionada de entre el grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de SECIDn% 1a 7.

Se describe en la presente memoria un complejo peptidico de actividad antiobesidad y antidiabetes, compuesto
por la siguiente combinacion de péptidos:

(a) un péptido que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 1;
(b) un péptido que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC IDn% 20 3;y
(c) un péptido que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC IDn% 60 7.

Los objetivos de la presente invencion son en particular como se definen en las reivindicaciones.

Como resultado del esfuerzo de los presentes inventores para desarrollar una pluralidad de péptidos sobresalientes
que presenten una actividad biolégicamente eficaz, se descubrié que los péptidos que presentan las secuencias
de aminoacidos de SEC ID n° 1 a 7 suprimen la acumulacion de grasa inducida por una dieta rica en grasas y
degradan la grasa ya acumulada, exhibiendo asi un efecto antiobesidad y un efecto terapéutico sobre la diabetes
y la diabetes inducida por obesidad, o complicaciones de la diabetes.

Como se usa en la presente memoria, el término “péptido” se refiere a una molécula lineal de restos de aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos. Los péptidos de la presente invencion y descripcion pueden prepararse usando
métodos de sintesis quimica conocidos en la técnica, especialmente técnicas de sintesis en fase sdlida (Merrifield,
J. Amer. Chem. Soc. 85:2149-54(1963); Stewart, et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 22. ed., Pierce Chem. Co.:
Rockford, 111(1984)), o un método de sintesis en fase liquida (Pat. US n°® 5.516.891).

Para seleccionar regiones de sus secuencias de aminoacidos y aumentar su actividad, los péptidos pueden
modificarse en los extremos N o C de los mismos. Mediante tal modificacion, los péptidos pueden recibir una
semivida prolongada después de la administracion in vivo.

Ademas, los extremos C de los péptidos pueden modificarse con un grupo hidroxi (-OH), un grupo amino (-NH2),
un grupo azida (-NHNH2), etc., mientras que los extremos N pueden acoplarse con un radical protector que
consiste en el grupo que consiste en acetilo, fluorenil metoxicarbonilo, formilo, palmitoilo, miristilo, estearilo, y
polietilenglicol (PEG).

A través de la modificacion de aminoacidos indicada anteriormente, los péptidos pueden aumentar
considerablemente su estabilidad. Como se usa en la presente memoria, el término “estabilidad” pretende referirse
tanto a la estabilidad in vivo como a la estabilidad durante el almacenamiento (por ejemplo, la estabilidad durante
el almacenamiento a temperatura ambiente). El grupo protector actiia para proteger los péptidos contra el ataque
de proteinasas in vivo.

Por ejemplo, los péptidos exhiben el efecto de suprimir la acumulacién de grasa inducida por la dieta rica en grasas
y degradar la grasa ya acumulada, disminuir la expresion de los marcadores adipégenos PPARy, ACC y aP2,
aumentar la expresion de los factores lipoliticos pHSL, AMPK-a1, CGI-58 y ATGL, reducir el tamafio de las células
adiposas, y disminuir los niveles de colesterol en sangre. Estos resultados indican que los péptidos de la presente
invencion y descripcion presentan unos excelentes efectos terapéuticos sobre la obesidad, la diabetes y la diabetes
inducida por obesidad.

No solo los péptidos individuales de SEC ID n°: 1 a 7, sino asimismo un complejo de los mismos, exhiben una
excelente actividad antiobesidad y antidiabetes.

Los péptidos de SEC ID n°: 3, 5y 7 corresponden respectivamente a los de SEC ID n® 2, 4 y 6, con la excepcion
de que el resto Cys esta sustituido por el resto Ser. Los péptidos emparejados correspondientes son casi idénticos
en términos de actividad antiobesidad y antidiabetes.

Por ejemplo, el complejo peptidico que exhibe actividad antiobesidad o antidiabetes esta compuesto por un péptido
que presenta la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 1; un péptido que presenta la secuencia de aminoacidos
de SEC ID n°: 2 0 3; y un péptido que presenta la secuencia de aminoacidos de SECIDn°: 60 7.
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Por ejemplo, el complejo peptidico de la presente divulgacion esta compuesto por péptidos que presentan las
secuencias de aminoacidos de SEC ID n° 1, 3y 7, respectivamente.

Se describe en la presente memoria una composicion farmacéutica que comprende el péptido o el complejo
peptidico como ingrediente eficaz para preparar o tratar la obesidad.

Superior en términos de funciones antiadipogenéticas vy lipoliticas, el péptido o complejo peptidico puede ser til
para la profilaxis o terapia de la obesidad.

Se proporciona en la presente memoria una composicion farmacéutica que comprende el péptido o el complejo
peptidico como un ingrediente eficaz para prevenir o tratar la diabetes.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica para la utilizacion en la
prevencion o el tratamiento de la obesidad o la diabetes, que comprende el péptido que consiste en la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N°: 2 0 3.

Al funcionar para reducir eficazmente un nivel aumentado de azlcar en sangre en modelos animales con diabetes,
el péptido o complejo peptidico puede encontrar aplicaciones en la profilaxis o terapia de la diabetes.

Por ejemplo, la composicion es una composicion farmacéutica que comprende: (a) una cantidad
farmacéuticamente eficaz del péptido o complejo peptidico; y un portador farmacéuticamente aceptable.

La expresion “cantidad farmacéuticamente eficaz’, como se usa en la presente memoria, significa una cantidad
suficiente para lograr la eficacia o actividad del péptido mencionada anteriormente.

El portador farmacéuticamente aceptable contenido en la composicién farmacéutica puede ser el que se usa
comunmente en las formulaciones de farmacos, e incluye, pero no se limita a, lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol,
manitol, almidén, goma arabiga, carbonato de calcio, alginato, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe, metilcelulosa, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo,
talco, estearato de magnesio, y aceite mineral. Ademas de esos ingredientes, la composicion farmacéutica puede
comprender ademas un lubricante, un humectante, un edulcorante, un aromatizante, un emulsionante, un agente
de suspension, y un conservante. Con respecto a los portadores y agentes farmacéuticamente aceptables
adecuados para su utilizacion, se puede hacer referencia a Remington’s Pharmaceutical Sciences (192 ed., 1995).

La composicion farmacéutica se puede administrar por via oral o parenteral. Para la administracién parenteral, se
pueden utilizar las vias intramuscular, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, tépica, o transcutanea.

La dosificacion de la composicion farmacéutica puede variar dependiendo de diversos factores, incluyendo la forma
de dosificacion, la modalidad de administracion, la edad del paciente, el peso, el sexo, el estado de salud, la dieta,
el momento de administracion, la via de administracion, la velocidad de excrecion, la sensibilidad, etc. Por ejemplo,
la composicion farmacéutica se puede administrar a una dosis diaria en el intervalo de 0,0001 a 1,000 ug.

La composicién farmacéutica se puede preparar en formas de monodosis o en paquetes de dosis multiples usando
un portador y/o excipiente farmacéuticamente aceptable segin un método que los expertos en la materia pueden
llevar a cabo facilmente. En la presente memoria, la formulacion de la composicidon farmacéutica puede ser una
disolucion, suspensiéon o emulsiéon de la composicion farmacéutica en aceite o medio acuoso, o un extracto, polvo,
granulo, comprimido o capsula que contiene la composicion farmacéutica, y puede comprender ademas un agente
dispersante o un estabilizador.

Efectos ventajosos
Las caracteristicas y ventajas de la presente invencion y descripcion se resumen a continuacion:

(i) los péptidos de la presente invencion y divulgacion y el complejo peptidico de la presente divulgacion
exhiben no solo un efecto antiobesidad al suprimir la acumulacion de grasa y degradar las grasas ya
acumuladas, sino asimismo un efecto terapéutico sobresaliente sobre la diabetes al reducir eficazmente los
niveles de azdcar en sangre.

(i) los péptidos de la presente invencion y divulgacion y el complejo peptidico de la presente divulgacion
disminuyen la expresion de los marcadores adipégenos PPARy, ACC y aP2, aumentan la expresion de los
factores lipoliticos pHSL, AMPK-a1, CGI-58 y ATGL, reduciendo asi el tamafio de los adipocitos y los niveles
de colesterol en sangre.



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2895167 T3

(iii) los péptidos de la presente invencion y divulgacion y el complejo peptidico de la presente divulgacion
presentan una actividad y seguridad excelentes, y de este modo pueden aplicarse ventajosamente a
farmacos y cuasifarmacos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa los lipidos acumulados después del tratamiento con péptidos de la presente invencion y
descripcion, segun se analiza mediante tincion con Oil red O: (a) péptido de SEC ID n°: 1, (b) péptido de SEC
ID n°% 3,y (c) péptido de SEC ID n°: 5.

La figura 2 representa los resultados de la acumulacion de lipidos después del tratamiento con el complejo
peptidico de la presente divulgacion, segun se analiza mediante tincién Oil red O.

La figura 3 representa los resultados de la medida de los niveles de expresion del gen aP2, que esta implicado
en la adipogénesis, después del tratamiento con los péptidos de la presente invencion y divulgacion: (a) péptido
de SEC ID n°: 1, (b) péptido de SEC ID n°: 3, y (c) péptido de SEC ID n°: 5.

La figura 4 representa los resultados de la medida de los niveles de expresion de los genes PPARYy, ACC y
aP2, que desempefian un papel importante en la adipogénesis, después del tratamiento con diversas
concentraciones del complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 5 representa los resultados de la medida de los niveles de expresion de PPARYy y fosfo-HSL, que
desempefian un papel importante en la adipogénesis, después de diversas concentraciones del complejo
peptidico de la presente divulgacion.

La figura 6 representa los resultados de la medida de los niveles de expresion de los genes AMPK-a1 y CGI58,
que estan implicados en la degradacion de las grasas acumuladas, después del tratamiento con los péptidos
de la presente invencion y divulgacion y el complejo peptidico de la presente divulgacion: (a) péptido de SEC
ID n% 1, (b) péptido de SEC ID n°: 3, (c) péptido de SEC ID n°: 5, y (d) un complejo de péptidos de SEC ID n°:
1,3y7.

La figura 7 representa los resultados de la medida de ATGL, una proteina implicada en la degradacion de las
grasas acumuladas, después del tratamiento con diversas concentraciones del complejo peptidico de la
presente divulgacion.

La figura 8 representa los resultados de los niveles de expresion de la proteina fosfo-HSL implicada en la
degradacion de las grasas acumuladas, tras el tratamiento con los péptidos de la presente invencion y
divulgacion: (a) péptido de SEC ID n°: 1, (b) péptido de SEC ID n°: 3, (c) péptido de SEC ID n° 5, y (d) un
complejo de péptidos de SEC ID n®: 1, 3y 7, segun se mide mediante inmunotincion.

La figura 9 representa los resultados de la medida del glicerol producido después del tratamiento con diversas
concentraciones del complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 10a representa tejidos adiposos degradados en modelos experimentales de ratones obesos después
del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion. La figura 10b representa tamarios y
numeros de tejidos adiposos degradados en modelos experimentales de ratones obesos después del
tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 11 representa los resultados de los niveles de expresion de la proteina fosfo-HSL, que esta implicada
en la degradacion de las grasas acumuladas, después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente
divulgacion, seguin se mide mediante inmunotincion.

La figura 12 representa cambios en el peso corporal (g) y la ingesta dietética de ratones obesos después del
tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 13 representa imagenes de ratones obesos después del tratamiento del complejo peptidico de la
presente divulgacion.

La figura 14 representa los resultados de la distribucion de grasas en modelos de ratones obesos inducidos
por la alimentacién con una dieta rica en grasas al modelo animal experimental C57BL/6, segun se analiza
mediante micro-CT.

La figura 15 representa imagenes de los tejidos de adipocitos extraidos de modelos de ratones obesos
inducidos mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas al modelo animal experimental C57BL/6,
después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.
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La figura 16a representa imagenes morfoldgicas de los adipocitos en tejidos adiposos tomadas de modelos de
ratones obesos inducidos mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas al modelo animal experimental
C57BL/6, después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion. La figura 16b
representa los resultados del tamafio de los adipocitos en los tejidos adiposos tomados de modelos de ratones
obesos inducidos mediante la alimentacion con una dieta rica en grasas al modelo animal experimental
C57BL/6, después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 17 representa los resultados de la medida de los niveles de expresion de la proteina fosfo-HSL, que
esta implicada en la lipdlisis, en adipocitos de tejidos adiposos tomados de modelos de ratones obesos
inducidos mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas al modelo animal experimental C57BL/6,
después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 18 representa los resultados de la medida de los niveles de colesterol en muestras de sangre tomadas
de modelos de ratones obesos inducidos mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas al modelo
animal experimental C57BL/6, después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 19 representa los resultados de la medida de los niveles de glucosa en muestras de sangre tomadas
de modelos de ratones obesos inducidos mediante la alimentacién con una dieta rica en grasas al modelo
animal experimental C57BL/6, después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 20 representa cambios en el nivel de azicar en sangre en modelos de ratén DB/DB con obesidad
inducida después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 21 representa cambios en el nivel de colesterol en sangre en modelos de ratén DB/DB con obesidad
inducida después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente divulgacion.

La figura 22 representa cambios en el nivel de azicar en sangre en modelos de ratén DB/DB con obesidad
inducida después del tratamiento con los péptidos de la presente invencion y divulgacion: (a) péptido de SEC
ID n° 1, (b) péptido de SEC ID n®: 3, y (c) péptido de SEC ID n°: 5.

La figura 23 representa los resultados de la medida de los niveles de expresion de IGF-1 e insulina después
del tratamiento con el péptido de SEC ID n°: 7.

La figura 24 representa cambios en el nivel de azicar en sangre en el modelo de ratén DB/DB con obesidad
inducida después del tratamiento con el péptido de SEC ID n°: 7.

Las figuras 25a-25d representan cambios en los niveles de azlcar en sangre en pacientes con diabetes que
presentan niveles altos de glucosa en sangre después del tratamiento con el complejo peptidico de la presente
divulgacion.

Modo de poner en practica

En adelante, la presente invencion y descripcion se describiran con mayor detalle haciendo referencia a los
ejemplos. Resulta evidente para un experto ordinario en la materia que estos ejemplos son Unicamente a titulo
ilustrativo y no limitativo del alcance de la presente invencién. De este modo, el alcance de la presente invencion
estara definido por las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1 de sintesis: Sintesis de péptidos

En un reactor, se afadieron 700 mg de resinas de cloruro de clorotritilo (resinas CTL, Nova biochem n° de Cat. 01-
64-0021) con 10 ml de cloruro de metileno (MC), y se agité durante 3 min. Después de eliminar el disolvente, se
anadieron 10 ml de dimetilformamida (DMF). La disolucion se agitd nuevamente durante 3 min, y entonces se elimind
el disolvente. Al reactor se le afiadieron 10 ml de una disolucién de diclorometano, seguido de 200 mmoles de Fmoc-
Asn(Trt)-OH (Bachem, Suiza) y 400 mmoles de diisopropiletilamina (DIEA). Los agentes reaccionantes se disolvieron
bien y se hicieron reaccionar mientras se agitaba durante 1 hora. Después de eso, la disolucion se lavo, y se hizo
reaccionar con una disolucion de metanol y DIEA (2:1) en DCM (diclorometano) durante 10 min. Posteriormente al
lavado con un exceso de DCM/DMF (1:1), se eliminé el disolvente. Después, se afiadieron 10 ml de dimetilformamida
(DMF), seguido de agitacion durante 3 min. Después de eliminar el disolvente, se afiadieron al reactor 10 ml de una
disolucion desprotectora (piperidina al 20%/DMF). La agitacion a temperatura ambiente durante 10 min fue anterior a
la eliminacion del disolvente. La disolucion desprotectora se afiadidé en la misma cantidad, y entonces se eliminé
después de 10 min de reaccion. El lavado se realizé dos veces con DMF, una vez con MC, y una vez con DMG
durante 3 minutos cada lavado para producir resinas Asn-CTL. En otro reactor, se afiadieron 200 mmoles de Fmoc-
Arg(Pbf)-OH (Bachem, Suiza), 200 mmoles de HoBt y 200 mmoles de Bop a 10 ml de una disolucién de DMF, y se
disolvieron bien con agitacion. Al reactor, se afiadieron 400 mmoles de DIEA en dos alicuotas, seguido de agitacion
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durante al menos 5 min hasta la completa disolucién del sélido. La disolucién de la mezcla de aminoacidos disuelta
se introdujo en el reactor en el que se colocaron las resinas desprotegidas, seguido de agitacion durante 1 hora a
temperatura ambiente para la reaccion. Después de que se elimino el liquido de reaccion, se agito tres veces durante
3 min cada vez, junto con una disolucion de DMF que entonces se elimind. Se tomé una pequefia cantidad de las
resinas de reaccion y se utilizé en un ensayo de Kaiser (ensayo de ninhidrina) para examinar el alcance de la reaccion.
La misma reaccion de desproteccion se realizé dos veces con la disolucién de desproteccidon para proporcionar
resinas Arg-Asn-CTL. Las resinas se lavaron suficientemente con DMF y MC antes de un ensayo de Kaiser adicional.
Los siguientes experimentos de union de aminoacidos se llevaron a cabo de la misma manera como se describio
anteriormente. Segun las secuencias de aminoacidos seleccionadas, las reacciones se indujeron secuencialmente
con Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH y Fmoc-Leu-OH, en ese orden. El grupo protector Fmoc se elimind
haciendo reaccionar dos veces con una disolucion desprotectora durante 10 min para cada reaccion, y después
lavando bien. Se afiadieron anhidrido acético, DIEA y HoBt, y se sometieron a acetilacion durante 1 hora. Las resinas
de peptidilo asi obtenidas se lavaron con DMF, MC y metanol tres veces cada una. Las resinas se secaron con
nitrégeno gaseoso que fluyo lentamente, y entonces se secaron completamente a vacio bajo una atmoésfera de P205.
Las resinas se hicieron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente con 30 ml de una disolucion saliente
(acido trifluoroacético 81.5%, agua destilada 5%, tioanisol 5%, fenol 5%, EDT 2.5% y TIS 1%) mientras se agitaba
intermitentemente. Las resinas se filtraron y lavaron con un pequefio volumen de disolucion de TFA, después de lo
cual el filtrado se combind con el liquido madre. Después de la destilacién a presion reducida para reducir el volumen
total a la mitad, se usaron 50 ml de éter frio para inducir la precipitacion, y los precipitados asi formados se recogieron
por centrifugacion y se lavaron dos veces con éter frio. Después de la eliminacion del liquido madre, el resto se seco
suficientemente bajo una atmésfera de nitrégeno para proporcionar 0.85 g del péptido no purificado de SEC ID n°®: 1
NH2-Leu-Lys-Thr-Arg-Asn-COOH (rendimiento: 92%). Se realizé la sintesis de NH2-Lys-Gly-Ala-Cys(Ser)-Thr-Gly-
Trp-Met-Ala-COOH en una cantidad de 0.78 g como péptidos de SEC ID n® 2 y 3 (rendimiento: 82%), NH2-Ala-
Cys(Ser)Thr-Leu-Pro-His-Pro-Trp-Phe-Cys(Ser)-COOH en una cantidad de 0.92 g como péptidos de SEC ID n%: 4 y
5 (rendimiento: 85%), y NH2-Cys(Ser)-Asp-Leu-Arg-Arg-Leu-Glu-Met-Tyr-Cys(Ser)-COOH en una cantidad de 0.76 g
como péptidos de SEC ID n°% 6 y 7 (rendimiento: 88%). Se encontré que los péptidos de SEC ID n% 1, 2,4y 6
presentaban unos pesos moleculares de 630.7 (calc.: 630.7), 924.5 (calc.: 924.1), 1236 (calc.: 1236.5) y 1301.5 (calc.:
1301.5), respectivamente, segin se mide mediante espectrometria de masas.

Tabla 1
Péptido Secuencia de aminoacidos Anaii;isdgEspectrometgz lga;aosas)
SEC ID n°: 1 630.7 630.7
0.
258 :B ',]o; § ’,ﬁgﬁggwm 9245 924.1(908.0)
258 :B 22 2 ﬁgib‘iﬂmig 1236 1236.5 (1269.4)
0.
St SDLRRLEMYS 13015 13015

Mientras tanto, los péptidos de SEC ID n% 1, 3 y 7 se mezclaron en cantidades iguales para proporcionar un
complejo peptidico cuya eficacia se evalud.

Ejemplo 1: Ensayo de actividad inhibidora contra la adipogénesis

1-1. Ensayo para la supresién de la acumulacién de lipidos mediante el uso de preadipocitos (tincién con QOil red O)

Las células preadipocitos 3T3-L1 se cultivaron hasta la confluencia, y después se incubaron durante dos dias con
diversas concentraciones de los péptidos en un medio de diferenciacion que contenia 10 pg/ml de insulina,
dexametasona 0.1 pM, e IBMX 0.5 yM. El medio se cambié cada dos dias por un medio que contenia 10 ug/ml de
insulina. Después de inducir la diferenciacién durante 10 dias, se examiné la generacion de gotitas en las células
mediante tincion con Oil Red O. Los adipocitos preparados 3T3-L1 se lavaron con PBS, se fijaron con formalina al 3.7%
durante una hora, y se lavaron con isopropanol al 60%. Las células resultantes se tifieron con reactivo Oil Red O a
temperatura ambiente durante 20 min. Después de eliminar el reactivo Oil Red O, las células se lavaron tres veces con
agua destilada, y se observaron con un microscopio de contraste de fases. Para el analisis cuantitativo, se extrajeron las
grasas de las células usando isopropanol al 100%, y las células se transfirieron en una cantidad de 200 pl/pocillo a placas
de 96 pocillos y se midieron para determinar la densidad 6ptica a 500 nm usando un lector de ELISA.

Los datos experimentales mostraron que el tratamiento con péptidos de SEC ID n°: 1, 3 y 5 disminuy6 el alcance
de la acumulacion de grasa en las células, segun se midié6 mediante tincion con Oil red O (figuras 1a-c).

El grado de acumulacion de lipidos en las células asimismo se redujo cuando se aplicé un complejo de péptidos
de SEC ID n°: 1, 3y 7 por concentraciones (figura 2).
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1-2. Supresién de la expresion de genes implicados en la adipogénesis

Se sembraron células 3T3-L1 (preadipocitos) a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en placas de 6 pocillos.
Después de 24 horas de cultivo, las células se incubaron con concentraciones predeterminadas (0.1, 1y 10 yg/ml)
de los péptidos durante 14 dias en una incubadora a 37°C. Posteriormente, las células se recolectaron y trataron
con una disolucién de extraccion de ARN (Easy Blue, Intron) para preparar ARN a partir del cual se sintetizo
entonces el ADNc usando una premezcla de RT (Intron). La PCR se realiz6 utilizando cebadores para marcadores
antigénicos (PPARy, ACC y aP2) y una premezcla de PCR (Intron).

Las secuencias de cebadores especificos de la diana para la PCR de marcadores adipégenos fueron las siguientes:
secuencia de cebador direcio de PPARy, 5-TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC-3, y cebador inverso de PPARYy, 5'-
AATCCTTGGCCCTCTGAGAT-3' (temperatura de hibridacién, 60°C); secuencia del cebador directo de ACC, 5-
ACCTTACTGCCATCCCATGTGCTA-3', y cebador inverso de ACC, 5-GTGCCTGATGATCGCACGAACAAA-3’
(temperatura de hibridacion, 60°C); secuencia del cebador directo de aP2, 5-CATCAGCGTAAATGGGGATT-3, y
cebador inverso de aP2, 5-ACACATTCCACCACCAGCTT-3’ (temperatura de hibridacién, 60°C).

Los productos de PCR se cargaron cada uno en un volumen de 5 pl en un gel de agarosa al 1% y se sometieron
a electroforesis, seguido de la identificacion de las bandas en un Gel-Doc.

En la estirpe celular de osteoblastos de ratén 3T3-L1 que se incubd con el péptido de SEC ID n°: 1, 3 0 5 durante
tres dias, se observaron niveles de expresion disminuidos del marcador adipégeno aP2 (figuras 3a-c).

Asimismo, cuando se incubd durante tres dias con concentraciones de 0.1 pg/ml, 1 ug/mly 10 yg/ml de un complejo
de péptidos de las SEC ID n°% 1, 3y 7, se observé que en la estirpe celular de osteoblastos de ratdn disminuye la
expresion de los marcadores adipégenos PPARy, ACC y aP2, como las células de control positivo tratadas con
100 ng/ml de TNFa (figura 4).

1-3. Observacién de la expresiéon de proteinas inductoras de adipogénesis y lipdlisis mediante el uso de
preadipocitos

Se sembraron células 3T3-L1 (preadipocitos) a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en placas de 6 pocillos.
Después de 24 horas de cultivo, las células se incubaron durante 14 dias con concentraciones predeterminadas (0.1,
1y 10 pg/ml) del complejo peptidico en una incubadora a 37°C. Para la cuantificacién de proteinas se utilizaron lisados
celulares obtenidos mediante tratamiento con un amortiguador de lisis celular, seguido de transferencia Western con
un anticuerpo anti-PPARYy (Santa Cruz Biotechnology, USA), que es un anticuerpo contra un marcador adipégeno, y
un anticuerpo anti-pHSL (Santa Cruz Biotechnology, USA), que es un anticuerpo contra un marcador lipolitico.

Cuando se trataron con el complejo peptidico por concentracion, se observé que en las células disminuia la
expresion del marcador adipégeno PPARYy de una manera dependiente de la dosis mientras que aumentaba la
expresion del marcador de lipdlisis pHSL (figura 5).

Ejemplo 2: Ensayo de actividad lipolitica

2-1. Mayor expresion de genes implicados en la lipdlisis

Se sembraron células 3T3-L1 (preadipocitos) a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en placas de 6 pocillos.
Después de 24 horas de cultivo, las células se incubaron durante 14 dias con concentraciones predeterminadas
(0.1, 1y 10 yg/ml) de los péptidos en una incubadora a 37°C (control positivo: 100 ng/ml de TNFa (SIGMA)). Las
células se recolectaron y trataron con una disolucion de extraccion de ARN (Easy Blue, Intron) para preparar ARN
a partir del cual se sintetizé entonces el ADNc usando una premezcla de RT (Intron). La PCR se realiz6 utilizando
cebadores para marcadores (AMPK-a1 y CGI58) y una premezcla de PCR (Intron).

Las secuencias de cebadores especificos de la diana para la PCR de marcadores lipoliticos fueron las siguientes:
secuencia de cebador directo de AMPK-a1, 5-TGACCGGACATAAAGTGGCTGTGA-3', y cebador inverso de
AMPK-a1, 5-TGATGATGTGAGGGTGCCTGAACA-3’ (temperatura de hibridacién, 60°C); secuencia del cebador
directo de CGI58, 5-TGTGCAGGACTCTTACTTGGCAGT-3’, y cebador inverso de CGI58, 5-
GTTTCTTTGGGCAGACCGGTTTCT-3' (temperatura de hibridacion, 60°C).

Los productos de PCR se cargaron cada uno en un volumen de 5 pl en un gel de agarosa al 1% y se sometieron
a electroforesis, seguido de la identificacion de bandas en un Gel-Doc.

En todos los preadipocitos (3T3-L1) que se incubaron con los péptidos, se detectaron niveles aumentados de
expresion de los marcadores lipoliticos AMPK-a1 y CGI-58 (figuras 6a-c). Ademas, se observo que el tratamiento
con el complejo peptidico aumentaba la expresion de AMPK-a1 y CGI-58 en formas dependientes de la dosis y a
niveles mas altos en comparacion con el tratamiento de control positivo con TNFa 100 ng/ml (figura 6d).
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2-2. Observacion de la expresion de proteinas inductoras de lipdlisis mediante el uso de preadipocitos

Se sembraron células 3T3-L1 (preadipocitos) a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en placas de 6 pocillos.
Después de 24 horas de cultivo, las células se incubaron durante 14 dias con concentraciones predeterminadas
(0.1, 1y 10 pg/ml) del complejo peptidico en una incubadora a 37°C (control positivo: 100 ng/ml de TNFa (SIGMA)).
Los lisados celulares obtenidos por tratamiento con un amortiguador de lisis celular se utilizaron para la
cuantificacion de proteinas, seguido de transferencia Western con un anticuerpo anti-ATGL (Santa Cruz
Biotechnology, USA), que es un anticuerpo contra un marcador lipolitico.

La expresion del marcador lipolitico ATGL aumenté mediante el tratamiento con el complejo peptidico (figura 7).

2-3. Observacién microscépica por fluorescencia de |la expresion de la proteina inductora de lipdlisis mediante el
uso de preadipocitos

Se sembraron células 3T3-L1 (preadipocitos) a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en placas de 6 pocillos.
Después de 24 horas de cultivo, las células se incubaron durante 14 dias con los péptidos individuales o el complejo
peptidico (1 ug/ml) en una incubadora a 37°C (control positivo: 100 ng/ml de TNFa (SIGMA)). Posteriormente, las
células se fijaron con etanol al 70%, y después se sometieron a inmunotinciéon con un anticuerpo anti-fosfo-HSL
(Santa Cruz Biotechnology, USA) para observar la expresion celular de fosfo-HSL, un marcador lipolitico.

A partir de los datos experimentales, se observé que los péptidos solos (figuras 8a-c) y el complejo peptidico (figura
8d) aumentaban la expresion del marcador lipolitico fosfo-HSL.

2-4. Cuantificacion del producto de lipdlisis glicerol

Después de extraerlos del abdomen de ratones con obesidad inducida, los tejidos adiposos se sembraron a una
densidad de 100 mg/pocillo en placas de cultivo de 24 pocillos y se cultivaron en un medio de cultivo (1 ml de
amortiguador de Krebs-Ringer que contenia HEPES 25 mM, glucosa 5.5 mM, y albumina de suero bovino al 2%
(p/v)). A este respecto, los tejidos se incubaron durante 48 horas con 0.1 ug/ml, 1 ug/ml y 10 yg/ml del complejo
peptidico, mientras que se utilizaron 100 ng/ml de TNFa como control positivo. Se analizé cuantitativamente el
glicerol producido durante la lipdlisis.

Como se desprende de los datos experimentales, la cantidad de glicerol resultante de la lipdlisis por tratamiento
con el complejo peptidico se incrementé de manera dependiente de la dosis y mayor que la producida con el
tratamiento con el control positivo TNFa (figura 9).

2-5. Efecto de lisis en tejido adiposo aislado de ratén obeso

Los tejidos adiposos se dividen en grasa blanca y grasa parda por color, y en grasa subcutanea, grasa abdominal,
grasa del mesenterio (grasa visceral), y grasa del epididimo por tejido. Después de la anatomizacion corporal, se
realizé una lipoectomia en los tejidos. Las grasas blancas se aislaron, se sembraron en placas en una cantidad de
100 mg/pocillo en placas de 24 pocillos, y entonces se incubaron durante 72 horas con concentraciones del
complejo peptidico en un medio de cultivo (1 ml de amortiguador de Krebs-Ringer que contiene HEPES 25 mM,
glucosa 5.5 mM, y seroalbumina bovina al 2% (p/v)). Las grasas se dividieron en rodajas que entonces se tifieron
con hematoxilina y eosina. Se compararon los tamafios de los adipocitos bajo un microscopio (TS100 Nikon) con
un aumento de 100x.

En comparacion con el control, las grasas tratadas con diversas concentraciones de los péptidos disminuyeron de
tamafio (figura 10a). Ademas, cuando se trataron con el complejo peptidico, se observo el tamafio celular de los
tejidos adiposos que tenian distintos compartimentos de la membrana celular, medido mediante un programa
(figura 10b).

2-6. Observacién de marcador lipolitico en tejido adiposo

Un tejido adiposo extraido del abdomen de un ratén con obesidad inducida se sembré en una cantidad de 100 mg
por pocillo en placas de cultivo de 24 pocillos y se incub6 durante 48 horas con el complejo peptidico, mientras
que se utilizé TNFa 100 ng/ml como control positivo. Se detecté el marcador lipolitico marcado fosfo-HSL (verde
fluorescente).

Se observo que el tratamiento con el complejo peptidico aumentaba el nivel de expresion del marcador lipolitico
fosfo-HSL en los tejidos adiposos (figura 11).
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Ejemplo 3: Efecto supresor de la adipogénesis y promotor de la lipolisis en animal experimental
Pérdida de peso y supresion de la adipogénesis en animales alimentados con una dieta rica en grasas

Los modelos DIO (obesidad inducida por dietas), que se habian vuelto obesos al alimentarlos con dietas ricas en
grasas, se usaron para experimentos contra la obesidad en los que se usé TNFa 5 pg/ml como control positivo.
Para el control, se administr6é una dieta general, no una dieta rica en grasas. En el experimento, se administré una
dieta rica en grasas durante 12 semanas mientras se aplicaba el complejo peptidico o el control positivo. Durante
el experimento, se monitorizé el peso.

El TNFa y los compuestos antiobesidad se inyectaron por via intraperitoneal entre las 3 y las 4 de la tarde cada
semana durante 12 semanas. Se midieron los pesos y el tamafio de las comidas justo antes de la inyeccion inicial
y después regularmente a intervalos de una semana. Se tomaron muestras de sangre de las venas de la cola
después de los experimentos de inyeccion del farmaco, y se midieron para determinar los niveles de azucar en
sangre, utilizando Accu-Check Active (Roche), y se analizaron para determinar los niveles de colesterol, utilizando
el kit de calculo de colesterol (BioVision). Los tejidos adiposos se dividen en grasa blanca y grasa parda por color,
y en grasa subcutanea, grasa abdominal, grasa del mesenterio (grasa visceral) y grasa del epididimo por tejido.
Después de la lipoectomia, se observaron las grasas asi obtenidas de los tejidos. Para el examen histolégico, las
grasas se fijaron con formalina amortiguada neutra al 10%, se embebieron en bloques de parafina, se cortaron en
secciones de 5 ym de grosor, y se tifieron con hematoxilina y eosina. Para analizar la fosforilaciéon del marcador
lipolitico HSL, se realiz6 tincion fluorescente con un anticuerpo anti-pHSL. Se obtuvo una muestra de tejido, se
montd en un medio de montaje de gelatina de glicerina, y se cubrié con un cubreobjetos. Los tejidos se observaron
bajo un microscopio (Nikon, TS100), con una camara digital incorporada tomando imagenes de los mismos.

Durante 12 semanas desde la etapa inicial hasta la etapa final del experimento, se midié que los ratones
aumentaron de peso de 20.9 g a 28.74 g cuando se alimentaron con una dieta general, y de 20.99 g a 49.5 g
cuando se alimentaron con una dieta rica en grasas. En los ratones alimentados con una dieta rica en grasas con
el complejo peptidico inyectado, el aumento de peso se alcanzé solo hasta 36.76 g después de 12 semanas desde
el peso inicial de 21.1 g, lo que indica una reduccion significativa del aumento de peso (174.2%), en comparacion
con el control alimentado con una dieta rica en grasas (235.8%) (tabla 2 y figura 12).

Tabla 2

Peso del modelo de ratén obeso tras el tratamiento con complejo peptidico

Dieta general (control)f | dieta rica en grasas (control) H.F+PJ/C H.F+complejo P
0s 20.09 20.99 2241 21.1 peso (g)
) 20.75 22:32 23 2126
2s 2199 25.25 26.12 2372
is 18.23 27.35 27.45 24:36
48 23.26 302 30.51 2529
5S 23.16 3276 3296 2865
&S 23.28 36.78 33.49 2879
7S 2471 38.31 35:14 3037
S 25.84 4012 37.15 31.53
9s 2559 4234 38.97 3259
10s 2813 43.02 40.39 33.78
il s 27.9 457 41.35 35.33
128 28.74 L 4958 . 4391 :

Dieta general (control)l 1dieta rica en grasas (control) H.F+P/C H.F+ complejo P
gs 100 100 100 100 peso (%)
18 103.3 106.3 102.6 100.8
2S 1995 1263 1166 1124
3s 0.7 130.3 1225 1155
43 1158 1439 1361 119.9
58 115.3 156.1 146.2 1358
6 S 1159 175.2 1494 1364
1S 123.6 1825 156.8 1439
gs 1286 1913 165.8 1494
9S 1274 2008 1739 154.5
10s 1400 205.0 1802 1801
118 1389 2177 1845 1674
2s d431 : . 2358 : 1859 1/4.2

Después de completar el experimento de 12 semanas, ademas, se observé que los ratones tratados con el
complejo peptidico mantenian sus tamafos corporales en patrones similares a los de los ratones normales (dieta
general), pero no a los de los ratones alimentados con dieta rica en grasas, segun se analiza en las imagenes
(figura 13).

Después de 12 semanas del experimento, los ratones se sometieron a micro-CT para examinar la distribucion de
grasa en todo el cuerpo. Como resultado de los datos de micro-CT de grasas (amarillo) en el cuerpo, la grasa
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distribuida por todo el cuerpo aumento notablemente en los ratones alimentados con una dieta rica en grasas, en
comparacion con el control alimentado con dieta general, mientras que se observé un nivel significativamente
reducido de las grasas distribuidas por todo el cuerpo en el grupo que se tratdé con el complejo peptidico con la
dieta rica en grasas alimentada al mismo (figura 14).

Los ratones que completaron la formacion de imagenes por micro-CT se anatomizaron para extraer los tejidos
adiposos distribuidos por todo el cuerpo. Se compararon los voliumenes de los tejidos adiposos. Como resultado,
la grasa extraida de los ratones alimentados con una dieta rica en grasas fue mayor que la de los ratones
alimentados con una dieta general, con una reduccion significativa en el volumen de grasa en los ratones tratados
con el complejo peptidico mas la dieta rica en grasas (figura 15).

Las grasas se aislaron y se tifieron con H&E para visualizar el tamafio de las grasas. Se observaron tamafios mas
pequerios de grasas en los ratones tratados tanto con la dieta rica en grasas como con el complejo peptidico que
en el control alimentado con dieta rica en grasas (figura 16a). El analisis del tamafo de la grasa a través de un
programa mostré que, cuando se asumio que el tamafio de la grasa del control alimentado con dieta general era
del 100%, el tamafio de la grasa se increment6 hasta 127% en el grupo alimentado con una dieta rica en grasas,
pero se redujo hasta 97% en el grupo tratado con la dieta rica en grasas y el complejo peptidico (figura 16b).

Las grasas se aislaron y examinaron para determinar el nivel de expresion del marcador lipolitico fosfo-HSL en los
tejidos adiposos. Se observo que los ratones tratados tanto con la dieta rica en grasas como con el complejo
peptidico tenian un nivel de expresion elevado de fosfo-HSL (figura 17).

Se midieron los niveles de colesterol en sangre en los ratones después del experimento. Como resultado, el nivel
de colesterol en sangre fue 2.52 ug/ml en los ratones alimentados con dieta general, 3.5 pyg/ml en los ratones
alimentados con dieta rica en grasas, y 2.86 ug/ml en los ratones tratados tanto con la dieta rica en grasas como
con el complejo peptidico, lo que indica que el complejo peptidico redujo el nivel de colesterol que se elevaba con
la obesidad (figura 18).

Los niveles de azucar en sangre después de completar el experimento fueron de 174 mg/dl en los ratones
alimentados con dieta general, y aumentaron hasta 235 mg/dl en los ratones alimentados con dieta rica en grasas.
Sin embargo, se midié un nivel de aztcar en sangre de 183 mg/dl en los ratones tratados tanto con la dieta rica en
grasas como con el complejo peptidico, con una reduccion significativa del mismo (figura 19).

Ejemplo 4: Control del azicar en sangre

Efecto sobre el control del azlicar en sangre

En este experimento con animales, se utilizaron C57BL/6 (ratén normal) (adquirido de Samtako Inc.) y
C57BLKS/JLepr hembra (raton modelo de diabetes, raton db/db) (adquirido de Central Lab. Animal Inc.), junto con
el complejo peptidico como material eficaz contra la diabetes y/o la obesidad, y la sitagliptina como farmaco de
control positivo. En este ejemplo, se evalud el complejo eficaz antidiabético y/o antiobesidad para determinar la
eficacia antidiabética aguda (administracion Unica) en un modelo de ratéon normal y un modelo genéticamente
diabético potencial, utilizando GTT (ensayo de tolerancia a la glucosa), que es un método de diagndstico
representativo de la diabetes. Los ratones se criaron por jaula a una temperatura de 22-24°C y una humedad
relativa del 50-30%, con cuatro por jaula. Los ratones estuvieron bajo luz de 150-300 Lux desde la mafiana a las
8 en punto hasta la tarde a las 8 en punto, con ciclos de 12 h de luz/12 h de oscuridad. Se les dio acceso gratuito
a una dieta general (18% de proteina, fabricada en 2018, Harlan Laboratories Inc, USA). Para empezar, se hizo
pasar hambre a los ratones durante 4 horas o mas antes del experimento de ITT, y durante 12 horas antes del
experimento de GTT. El complejo se administré por via oral a la fuerza con la ayuda de una jeringa de
administracion oral desechable, una hora antes del experimento de GTT. Para el experimento de GTT, a los ratones
se les permiti6 acceder libremente a una dieta rica en grasas a las 0 (cero) horas después del inicio del
experimento. Después de 40 minutos de acceso libre a una dieta rica en grasas, se tomaron muestras de sangre
de la vena de la cola para examinar los niveles de glucosa en sangre a intervalos de 0, 30, 60, 90, 120 y 180
minutos. Los niveles de glucosa en sangre se midieron utilizando Accu-Chek active (Roche). La sitagliptina,
utilizada como agente terapéutico para la diabetes, se seleccion6 como farmaco de control positivo, y se administro
a una dosis de 100 mg/kg. El complejo seleccionado como candidato eficaz contra la diabetes y/o la obesidad se
administro a una dosis de 100 mg/kg a grupos experimentales de cuatro ratones.

Como resultado, el complejo peptidico mostré un efecto reductor sobre los niveles de azlcar en sangre en el que
el nivel de azucar en sangre aumentado por la dieta rica en grasas se redujo mediante el tratamiento con el
complejo peptidico. En los modelos de raton con diabetes inducida, el complejo disminuyd el nivel alto de azucar
en sangre (figuras 20a y 20b). Ademas, se detectaron niveles mas bajos de colesterol en sangre en el grupo tratado
tanto con la dieta rica en grasas como con el complejo peptidico que en el control alimentado con dieta rica en
grasas (figura 21).
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Ademas, después de inanicion durante 16 horas, los ratones con diabetes inducida DB/DB se alimentaron durante
30 minutos, y después se les administraron los péptidos. Los niveles de azicar en sangre se midieron a lo largo
del tiempo.

Se observo que los niveles de azucar en sangre en los grupos tratados respectivamente con los péptidos de SEC
ID n° 1, 3 y 5 disminuian de forma dependiente del tiempo (figuras 22a-22c).

Ejemplo 5: Promocion de la expresion de insulina y factor de crecimiento similar a la insulina

Promocién de la expresion de insulina y factor de crecimiento similar a la insulina

Se sembraron células 3T3-L1 (preadipocitos) a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en placas de 6 pocillos y
se cultivaron durante 24 horas. Posteriormente, las células se incubaron con diversas concentraciones (10 ng —
1 yg/ml) de los péptidos durante 14 dias en una incubadora a 37°C. Las proteinas se extrajeron de los lisados
celulares que se obtuvieron mediante tratamiento con amortiguador de lisis celular, se analizaron
cuantitativamente, y se sometieron a transferencia Western utilizando un anticuerpo anti-IGF-1, que es un
anticuerpo contra el marcador lipolitico, y un anticuerpo de insulina (Santa Cruz Biotechnology, USA).

A partir de los datos, se observé que el péptido de SEC ID n°: 7 aumentd la expresion de IGF-1 e insulina de formas
dependientes de la dosis (figura 23).

Ejemplo 6: Observacion del efecto reductor del nivel de aztiicar en sangre en un experimento clinico

Reduccién del nivel de aziucar en sangre por la ingesta del complejo.

Se realiz6 un breve ensayo clinico en personas de 45-65 afios que presentaban un nivel de glucosa en sangre en
ayunas de 170 mg/dl o mas. Ingirieron una formulacion de complejo 30 min después de las comidas. Se tomaron
muestras de sangre a intervalos de 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min de las personas, y se midi6 el nivel de glucosa,
usando Accu-Chek active (Roche).

Se observo una reduccion del nivel de azicar en sangre por la formulacion del complejo en todas las personas
sometidas a ensayo (figuras 25a - 25d).

Aungue la presente invencién se ha descrito en detalle haciendo referencia a las caracteristicas especificas, resulta
evidente para los expertos en la materia que la presente descripcién es Unicamente para una forma de realizacion
preferida, y no limita el alcance de la presente invencion. De este modo, el alcance de la presente invencion estara
definido por las reivindicaciones adjuntas.
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<110> CAREGEN CO., LTD.

<120> Péptido que presenta unos efectos antidiabéticos y antiobesidad y utilizacién del mismo

<130> B75507EPD37737
<160> 17
<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido 1

<400> 1

<210> 2

<211>9
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<220>
<223> Péptido 2

<400> 2

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido 3

<400> 3

<210> 4

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<400> 4
<210>5
<211>10
<212> PRT
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LISTADO DE SECUENCIAS

Leu Lys Thr Arg Asn
1 5

Lys Gly Ala Cys Thr Gly Trp Met Ala
1 5

Lys Gly Ala Ser Thr Gly Trp Met Ala
1 5

Ala Cys Tyr Leu Pro His Pro Trp Phe Cys
1 5 10
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Ala Ser Tyr Leu Pro His Pro Trp Phe Ser

1
<210> 6
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido 6

<400> 6

5 10

Cys Asp Leu Arg Arg Leu Glu Met Tyr Cys

1
<210>7
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido 7

<400>7

5 10

Ser Asp Leu Arg Arg Leu Glu Met Tyr Ser

1
<210> 8
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PPARgamma F

<400> 8
ttttcaaggg tgccagtttc 20

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PPARgamma R

<400> 9
aatccttggce cctetgagat 20

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>ACCF

<400> 10
accttactgc catcccatgt gcta 24

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>ACCR

<400> 11

5 10
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gtgcctgatg atcgcacgaa caaa 24

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>aP2 F

<400> 12
catcagcgta aatggggatt 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>aP2 R

<400> 13
acacattcca ccaccagcitt 20

<210> 14

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AMPK-a1 F

<400> 14
tgaccggaca taaagtggct gtga 24

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> AMPK-al R

<400> 15
tgatgatgtg agggtgcctg aaca 24

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CGI58 F

<400> 16
tgtgcaggac tcttacttgg cagt 24

<210> 17

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> CGI58 R

<400> 17
gtttctttgg gcagaccggt ttct 24
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REIVINDICACIONES
1. Péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 2 o0 3.

2. Péptido para la utilizacién en la prevencién o el tratamiento de la obesidad o la diabetes, que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 2 o 3.

3. Péptido para la utilizacién segun la reivindicacion 2, en el que el péptido suprime la adipogénesis.

4. Péptido para la utilizacién segun la reivindicacion 2, en el que el péptido reduce la expresion de PPARy
(receptor gamma activado por los proliferadores de peroxisomas), ACC (acetil-CoA carboxilasa), o aP2 (proteina
2 de union a acidos grasos especifica de adiposo).

5. Péptido para la utilizacién segun la reivindicacion 2, en el que el péptido promueve la lipdlisis.

6. Péptido para la utilizacién segun la reivindicacion 2, en el que el péptido aumenta la expresion de pHSL (fosfo-
lipasa sensible a hormona), AMPK-a1 (proteina cinasa a1 activada por AMP), CGI-58 (identificacion de gen
comparativa 58), o ATGL (lipasa de triglicéridos de adiposo).

7. Péptido para la utilizacién segun la reivindicacion 2, en el que el péptido reduce un nivel de azucar en sangre.

8. Composicién farmacéutica para la utilizacion en la prevencion o el tratamiento de la obesidad, que comprende
el péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 como un ingrediente eficaz.

9. Composicién farmacéutica para la utilizacion en la prevencion o el tratamiento de la diabetes, que comprende
el péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 como un ingrediente eficaz.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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(dieta general) (2 semanas) (10 semanas) (10 semanas) 10 semanas)
Control + complejo (8 semanas) B 947 274 (8 semanas)

Amarillo: tejido graso

Volumen total (mm*3) Grasa total (mm*3) Grasa visceral (mm*3) Grasa subcutdnea (mm*3)

Control (dieta general) 4558.25 702.72 380.09 322.63

HFD (2 semanas) 6530.09 2084.98 1411.14 673.84

HFD (10 semanas) 12464.91 8014.03 5821.27 2192.76

HDF (10 semanas)
+complejo (8 semanas) 6012.12 1391.75 871.15 520.60

HDF (10 semanas) - 21

+P.C. (8 semanas) 8240.67 4165.80 2833.72 1332.08

FIG. 14
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