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@Resumen:

GAL(1-15) y antagonistas no selectivos de los
receptores mu-opioides para uso en el tratamiento del
Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA).

La presente invencién describe la Galanina (1-15) en
terapia combinada con antagonistas no selectivos de
los receptores mu-opioides como la Naltrexona (NTX),
la Naloxona y el Nalmefeno para su uso en la
prevencion y/o el tratamiento del Trastorno por
Consumo de Alcohol (TCA), asi como su uso no
terapéutico en la reduccién del consumo de alcohol.
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DESCRIPCION

GAL(1-15) y antagonistas no selectivos de los receptores mu-opioides para uso en el

tratamiento del Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA)
CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencion se encuadra dentro del sector farmacéutico y va destinada al area del
tratamiento de trastornos por consumo de alcohol. Concretamente, describe el uso
combinado de Galanina (1-15) o analogos de la misma, y de antagonistas no selectivos de
los receptores mu-opioides, en la prevencion y/o el tratamiento de los trastornos
relacionados con el consumo de alcohol. En concreto, la invencion esta especialmente
dirigida a la reduccion del consumo de alcohol en general y a la prevencion y/o tratamiento

de Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA) en particular.
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el consumo de alcohol se considera un factor de
riesgo importante y el causante de diversas enfermedades. El consumo de alcohol provoca
3 millones de muertes al afio en todo el mundo y es responsable de mas del 7 % de los

problemas de salud y las muertes prematuras en Europa.

El Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA) es un trastorno psiquiatrico reconocido en el
Manual diagnostico y estadistico de los trastornos mentales (DSM) de la Asociacion
Estadounidense de Psiquiatria, de alta prevalencia y recurrencia crénica que se asocia con
el consumo compulsivo de alcohol, la pérdida de control sobre la bebida y la aparicién de un

estado emocional negativo cuando ya no se dispone de alcohol [1; 2].

Aunque algunos medicamentos reducen la ansiedad y el consumo de alcohol, su eficacia es
objeto de debate debido a problemas como los efectos secundarios, la dependencia y los
efectos variables entre los pacientes. En consecuencia, el uso de las farmacoterapias para

el TCA ha sido limitado. Esto pone de manifiesto la necesidad de nuevos tratamientos.

La Naltrexona (NTX), la Naloxona y el Nalmefeno son antagonistas de receptores opioides
"no selectivos" en el sentido de que interactian no sdlo con los receptores mu-, sino también
con los delta- y Kappa, aunque con menor afinidad en el caso de la Naloxona y la
Naltrexona [3]. La Naltrexona es uno de los medicamentos mas utilizados para el

tratamiento del alcoholismo. Este antagonista de los receptores opioides mu, actua
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atenuando la actividad opioidérgica inducida por el alcohol, reduciendo asi el consumo de
alcohol al modular los efectos gratificantes del alcohol a través del sistema dopaminérgico

mesolimbico.

Por otro lado, estudios recientes han demostrado el papel de los neurotransmisores y
neuropéptidos enddégenos implicados en el abuso de drogas y la adiccién, como el
neuropéptido Galanina (GAL). GAL se encuentra ampliamente distribuido en las neuronas
del sistema nervioso central (SNC) y 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.

GAL vy sus receptores estan implicados en el consumo de alcohol, tal y como prueban los
estudios realizados en ratas donde la administracion de GAL aumenta el consumo de etanol
[4; 5, 6, 7]. GAL también tiene interacciones antagonicas con el sistema opioide [8, 9]; por
ejemplo, la administracion central de GAL disminuye la preferencia por la morfina en
experimentos realizados en roedores. En estudios genéticos, se han encontrado
asociaciones entre polimorfismos especificos en el gen GAL y vulnerabilidad en el trastorno
por consumo de opioides [10]. Estudios recientes han identificado la existencia de
heterémeros MOR-GALR1 funcionalmente significativos en el area tegmental ventral (ATV o
VAT por sus siglas en inglés) que determinan el grado de activaciéon de las células
dopaminérgicas que pueden explicar esta interaccién [11]. También el circuito de
recompensa parece estar implicado en los efectos de GAL que fomentan la toma de alcohol.
GAL puede incrementar la liberacién de dopamina en el nucleo accumbens (NAc) [12],
siendo este efecto consistente con la capacidad de GAL para aumentar los efectos de

recompensa del alcohol [13].

No solo la Galanina, sino también fragmentos terminales de Galanina, como el fragmento 1-
15, también denominado GAL(1-15), tienen actividad en el sistema nervioso central, asi
como un papel esencial en los trastornos del estado de animo y las conductas de busqueda

de alcohol, actuando a través de complejos heterorreceptores GALR1-GALR2 [14, 15].

Recientemente, se ha demostrado que GAL(1-15) reduce significativamente la preferencia y
el consumo de etanol en ratas a través de mecanismos centrales, centrandose en el cuerpo
estriado, un area clave para los efectos gratificantes y motivacionales de las drogas, y que
este efecto es diferente del mediado por la molécula de GAL completa [16]. Ademas, la
administracion de GAL(1-15) reduce significativamente la conducta de busqueda de alcohol

en un modelo de autoadministracion, asi como la recaida inducida por el contexto alcohdlico
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[17] involucrando la via mesocorticolimbica, una regidn critica en los efectos de recompensa

de la droga.

La combinaciéon de GAL(1-15) con el antidepresivo escitalopram se ha mostrado eficaz en la
reduccién de la conducta de busqueda de alcohol en un modelo operante, siendo una
novedosa propuesta terapéutica para el tratamiento de la comorbilidad alcoholismo-

depresion [18].
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe el uso de GAL(1-15) como una nueva estrategia de terapia
combinada con antagonistas no selectivos de los receptores opioides mu, en concreto, la
Naltrexona, la Naloxona o el Nalmefeno, para el tratamiento del Trastorno por Consumo de
Alcohol (TCA).

En el presente estudio, se ha analizado el efecto de GAL(1-15) combinado con NTX sobre

las conductas de busqueda de recompensa por alcohol.

Para ello se han realizado pruebas de autoadministracién de alcohol en ratas, en las que la
administracion de GAL(1-15) o NTX careci6 de efecto en el niumero de refuerzos de alcohol
y el numero de presiones activas de la palanca, mientras que la combinacién de GAL(1-15)
y NTX disminuy6 en un 50% el nimero de refuerzos de alcohol (Fig. 1A) y el numero de

presiones activas de palanca (Fig. 1B).

Se han estudiado los receptores implicados en el efecto de GAL(1-15) - NTX utilizando el
antagonista de GALR2, M871, el cual bloqued significativamente la reduccion inducida por
GAL(1-15)-NTX tanto en el numero de refuerzos de la autoadministracion de alcohol (Fig.

2A) como en las presiones activas de palanca (Fig. 2B).

Ademas, se ha analizado el consumo de alcohol en un modelo voluntario de dos botellas
donde GAL (1-15)- NTX indujo una disminucién significativa de la ingesta de etanol respecto

al control y también respecto a la administracién de GAL (1-15) (Fig. 3A).

Se ha llevado a cabo la prueba de actividad locomotora precedida de una unica inyeccion
intraperitoneal de alcohol donde se observd como la administracién de GAL(1-15) o NTX por
si solos no afectaba al aumento de la actividad locomotora inducido por la inyeccion de
alcohol, mientras que la combinacién de GAL(1-15) con NTX indujo una reduccién sustancial
en la distancia total (Fig. 4A) y la velocidad media (Fig. 4B) eliminando completamente el

efecto producido por la inyeccion de alcohol. Asimismo, la coadministracion de GAL(1-15) y

4
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NTX indujo un efecto mas fuerte que NTX por si solo en la reduccion del nimero de
Movimientos Estereotipados mediada por el consumo de alcohol, siendo dicha reduccién
significativa respecto a todas las condiciones tratadas, incluso respecto al grupo vehiculo

donde no se administr6 alcohol (Fig. 5).

Se realizaron ensayos para observar si se producian cambios en la liberacion de dopamina
en el estriado tras la coadministracion de GAL(1-15) y NTX (Fig. 6). La administraciéon de
etanol a una dosis de 0.5 g/Kg resultdé en un aumento modesto en la concentracién de
dopamina en el estriado dorsal. Este aumento fue estadisticamente significativo en los
grupos GAL(1-15) y NTX. Sin embargo, cuando GAL(1-15) y NTX se administraron juntos,
este aumento en dopamina se revirtié, o que sugiere que la combinacién de ambos

compuestos redujo el efecto producido por la inyeccién de alcohol.

Por ultimo, se ha estudiado si la combinacién GAL(1-15)+NTX modula la via mesolimbica
analizando mediante RT-gPCR la expresion del ARNm de C-Fos (un marcador de actividad
neuronal) asi como diferentes marcadores del sistema dopaminérgico (los transportadores
de dopamina DAT y VMAT2, los receptores de dopamina D1, D2), del sistema opioide (el
receptor opioide Mu- MOR vy la pro-opiomelanocortina - POMC) y de los receptores GAL
(GALR1, GALR2 y GALR3) en el area tegmental ventral (VTA) (Fig. 7), nacleo accumbens
(NAc) (Fig. 8) e hipotalamo (Tabla 1).

Se pudo observar como la combinaciéon de GAL(1-15) y NTX produjo un aumento
significativo del nivel de ARNm de C-Fos y de la expresién del receptor opioide Mu MOR en
comparacion con el grupo control tanto en el VTA (Fig. 7A 'y 7B) como en el NAc (Fig. 8A 'y
8B).

Cabe sefialar que al NAc (un grupo de neuronas del encéfalo, ubicadas donde el nucleo
caudado y la porcion anterior del putamen y que confluyen lateralmente con respecto al
septo pelucido) se le atribuye una funcion importante en el placer, incluyendo la
recompensa, asi como en la adiccion, por lo que se encuentra implicado en el circuito de
premio-recompensa. Por su parte el VTA (un grupo de neuronas localizadas cerca de la
linea media del piso del mesencéfalo) es el punto de origen donde se encuentran los
cuerpos de las células dopaminérgicas del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, por
lo que se encuentra ampliamente implicado en el sistema de recompensa natural del
cerebro, de gran importancia en la cognicidon, motivacion, orgasmo, dependencia a las

drogas, emociones intensas relacionadas con el amor, y varios desordenes psiquiatricos.
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La presente invencion describe una nueva terapia combinada para la prevencion y/ o el
tratamiento del Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA), utilizando el compuesto GAL(1-
15) en combinacion con al menos un antagonista no selectivo de los receptores opioides

mu.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion describe el compuesto GAL(1-15), o un
analogo del mismo, o su sal, éster, tautobmero, solvato o hidrato farmacéuticamente
aceptable, en combinacién con al menos un antagonista no selectivo de los receptores
opioides mu para su uso en la prevencion y/ o el tratamiento del Trastorno por Consumo de
Alcohol (TCA).

En la presente memoria se define GAL(1-15) como el compuesto con la férmula general
(SEQ ID NO: 1): Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala o
GWTLNSAGYLLGPHA. También son objeto de la presente invencion los analogos de
GAL(1-15), o sus sales, ésteres, tautdbmeros, solvatos e hidratos farmacéuticamente

aceptables.

El término “antagonista no selectivo de los receptores opioides mu (u)”, (Peripheral
Acting Mu Opioid Receptor Antagonists o PAMORA por su denominacion y siglas en inglés),
se refiere a una serie de antagonistas de opioides de accion central no exclusivos del
receptores opioides mu. Existen tres tipos de receptores opioides (mu, delta y kappa) que se
encuentran distribuidos por todo el cuerpo y que juegan un papel en funciones como la
percepcién del dolor, el estado de animo y la funcién gastrointestinal. Entre los antagonistas
no selectivo de los receptores opioides mu se incluyen el nalmefeno, la naltrexona y la
naloxona, que se utilizan para tratar trastornos por uso de opioides y alcohol y para revertir

sobredosis de opioides.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el antagonista no selectivo de
los receptores opioides mu se selecciona entre Naltrexona, Naloxona, Nalmefeno, o

cualquiera de sus combinaciones. Mas preferiblemente es Naltrexona.

La naltrexona o naltraxona, 17-(ciclopropilmetil)-4,5a-epoxi- 3,14-dihidroximorfinan-6-ona,

es un farmaco sintético antagonista no selectivo de los receptores opioides mu de férmula

(D:
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(1)

La naltrexona es un antagonista de los receptores opioides mu, kappa, delta, sin embargo,
tiene 10 veces mayor afinidad en los receptores mu que en los kappa y delta. Sus efectos
farmacoldgicos son minimos en ausencia de opioides o cuando los sistemas endorfinérgicos
estan desactivados. Se prescribe en el tratamiento de la dependencia de los opioides (como
la codeina, morfina y heroina) y del alcohol. No produce dependencia fisica o psiquica, ni se
ha descrito tolerancia. También se utiliza en la terapia del sindrome de abstinencia al alcohol
al reducir el deseo y el consumo de alcohol, mejora la tasa de abstinencia y disminuye las

recaidas.

La naloxona, 17-allil-4,5a-epoxi-3,14-dihidroximorfinan-6-ona, es un farmaco antagonista no

selectivo de los receptores opioides mu de formula (11):

(IN)

La naloxona es un antagonista puro de los opiaceos sin ninguna actividad agonista. Inhibe
competitivamente los narcoticos en los receptores opioides mu, delta y kappa, y revierte y
previene los efectos indeseables y/o colaterales de los morfinicos, por lo que es muy usado

en el tratamiento de la intoxicacion aguda por opiaceos.
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El nalmefeno es un farmaco antagonista no selectivo de los receptores opioides mu de

férmula (111):

()

5 El nalmefeno (de nombre comercial “Selincro” y originalmente conocido como nalmetreno),
es un antagonista de los receptores opioides utilizado principalmente en el tratamiento del
alcoholismo. Se trata de un derivado del opio parecido tanto en estructura como en accién a
la antagonista opioide naltrexona, aunque con una vida media mas prolongada, mejor
biodisponibilidad oral y ninguna toxicidad hepatica observada. También presenta una mayor

10 afinidad de union con el receptor opioide mu por la sustitucién del grupo cetona por un grupo

de metileno (CH>) en la posicién 6 con respecto a la naltrexona.

En el marco de la presente invencion, GAL(1-15), o un analogo de la misma, o su sal, éster,
tautébmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, asi como los antagonistas no
selectivos de los receptores opioides mu, entre los que destacan Naltrexona, Naloxona,
15 Nalmefeno, y especialmente Naltrexona, son también denominados como “‘compuestos
activos” o “ingredientes activos” de la invencion. Tal como se utiliza en esta invencion, el
término "compuesto activo" significa cualquier componente que proporcione potencialmente
un efecto farmacolégico u otro tipo de efecto en el diagnodstico, cura, paliacion, tratamiento o
prevencion de una enfermedad, o que afecte a la estructura o funcién del cuerpo humano o
20 del cuerpo de otros animales. El término incluye aquellos componentes que promueven un
cambio quimico en la fabricacion del medicamento y estan presentes en él en una forma

modificada y prevista para proporcionar una actividad o efecto especifico.

Se entiende por "uso combinado" la administracion de los ingredientes activos de forma
asociada entre si pero no necesariamente de forma simultanea. GAL (1-15) o un analogo de
25 la misma, o su sal, éster, tautdbmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, y los

antagonistas no selectivos de los receptores opioides mu, en concreto Naltrexona, pueden

8
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administrarse simultdneamente como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, los
ingredientes activos pueden ser administrados secuencialmente, por ejemplo en dos formas

de dosificacion unitaria individuales.

Para su uso en terapia, GAL(1-15), o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdmero,
solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, puede estar en una forma sustancialmente
pura o farmacéuticamente aceptable, es decir, con un nivel de pureza farmacéuticamente
aceptable y excluyendo los aditivos farmacéuticos habituales, como diluyentes y vehiculos, y
sin incluir materiales considerados toxicos a los niveles de dosificacién habituales. Los
niveles de pureza del principio activo son preferiblemente superiores al 50%, mas
preferiblemente superiores al 70%, y aun mas preferiblemente superiores al 90%. En una

realizacion preferida, los niveles son superiores al 95% en GAL(1-15) o sus sales.

GAL (1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdbmero, solvato o hidrato
farmacéuticamente aceptable, puede ser administrada antes, durante o después de la
administracién del antagonista no selectivo de los receptores opioides mu, preferiblemente
después de la administracién del antagonista no selectivo de los receptores opioides mu,
siempre que el tiempo entre la administracion de GAL (1-15) o un analogo de la misma, o su
sal, éster, tautomero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, y la administracion del
antagonista no selectivo de los receptores opioides mu es tal que se permite que los

ingredientes actuen sinérgicamente en el SNC.

Los términos "prevenir" y "prevencion” tal como se utiliza aqui, se refieren a evitar total o
parcialmente, o minimizar los efectos adversos o la gravedad de los mismos, de una
enfermedad o afeccién, en este caso, el Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA), antes de
su aparicién. La reduccién de la afectacion de la enfermedad en comparacién con la
progresion de la enfermedad que ocurre en ausencia del tratamiento variara en funcién de
diversos factores y dependerd, entre otros, de la dosis administrada de los ingredientes
activos de la invencidn en su uso combinado o de la composicion farmacéutica de la

invencién, y de la via de administracion.

Los términos "tratar" y "tratamiento”, tal como se utiliza aqui, se refieren a la capacidad de
los ingredientes activos de la invencion en su uso combinado o de la composicion
farmacéutica de la invencion, para evitar, disminuir o eliminar por completo los efectos en el
comportamiento del paciente causados por o derivados del Trastorno por Consumo de
Alcohol (TCA).
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Tal y como se ha definido previamente, el Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA) se
refiere a un trastorno adictivo que se caracteriza por la pérdida de control sobre el consumo
de esta sustancia, y la persistencia en su consumo a pesar de las repercusiones negativas
que genera a la persona que lo padece. Es considerado un trastorno complejo de etiologia
multifactorial, donde se produce una interaccion de factores bioldgicos, psicolégicos y
ambientales-sociales. Los cuadros clinicos asociados con mas frecuencia a los TCA son la
intoxicacion etilica y el sindrome de abstinencia, siendo las complicaciones mas frecuentes
de este ultimo las convulsiones y el delirium tremens. Ademas, se asocia a importantes
complicaciones médicas y psiquiatricas. El diagndstico es fundamentalmente clinico, aunque
existen diversas escalas (CAGE, AUDIT) y marcadores biologicos que pueden orientarlo. El
Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales (DMS) de la Asociacion
Estadounidense de Psiquiatria en su version IV describié dos trastornos distintos asociados
al consumo de alcohol, el abuso del alcohol y la dependencia del alcohol, con criterios
especificos para cada uno. El DSM-5 integra los dos trastornos del DSM-IV en un unico
trastorno denominado Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA o AUD, por sus siglas en

inglés) con subclasificaciones leves, moderadas y graves.

Un segundo aspecto de la invencion refiere a una composicién que comprende GAL(1-15)
o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdbmero, solvato o hidrato farmacéuticamente
aceptable, en combinacion con al menos un antagonista no selectivo de los receptores
opioides mu para su uso en el tratamiento del Trastorno por Consumo de Alcohol (TCA).
Preferiblemente el antagonista no selectivo de los receptores opioides mu se selecciona
entre Naltrexona, Naloxona, Nalmefeno, o cualquiera de sus combinaciones, y en una

realizacion aun mas preferida de este aspecto de la invencion es la Naltrexona.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la composicion de la invencion
es una composicion farmacéutica. Tal como se utiliza en la presente descripcion, el término
"composicion farmacéutica" se refiere a cualquier sustancia utilizada para el diagnéstico,
prevencion, alivio, tratamiento o curacion de una enfermedad en un ser humano o en
animales. La composicién farmacéutica puede incluir una composicion Unica o
composiciones separadas. La composicion farmacéutica de la invencion puede utilizarse
sola o en combinacion con otras composiciones farmacéuticas, preferiblemente, que
comprenda otro compuesto util en el tratamiento del TCA, en cuyo caso, también puede
incluir una composicion Unica o composiciones separadas. En una realizacion particular, la
composicion farmacéutica de la invencion comprende ademas un portador o excipiente

farmacéuticamente aceptable.

10
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El término "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sustancia que ayuda a
la absorcion de la composicion farmacéutica que comprende la composicidn de la invencién,
estabiliza dicha composicion farmacéutica o ayuda en la fabricacion de la misma en el
sentido de darle consistencia, forma, sabor o cualquier otra caracteristica funcional
especifica. Asi, los excipientes podrian tener la funcién de mantener unidos los ingredientes,
como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, una funcion edulcorante, una funcién
colorante, una funcion protectora, como por ejemplo aislarla del aire y/o de la humedad, una
funcién de relleno para un comprimido, capsula o cualquier otra forma de formulacién, como
por ejemplo fosfato calcico dibasico, una funcion desintegradora para facilitar la disolucion
de los componentes y su absorcion, sin excluir otros tipos de excipientes no mencionados

en este parrafo.

Un "soporte farmacéuticamente aceptable" (o "farmacoldgicamente aceptable") se refiere a
cualquier sustancia, o combinaciéon de sustancias, conocida en el sector farmacéutico,
utilizada en la fabricacion de formas farmacéuticas de administracion e incluye, entre otros,
solidos, liquidos, disolventes o tensioactivos. El portador puede ser una sustancia inerte o
tener una accion similar a cualquiera de los compuestos de la presente invencién, teniendo
la funcién de facilitar la incorporacion del farmaco, asi como de otros compuestos,
permitiendo una mejor dosificacion y administracion o proporcionando consistencia y forma
a la composicion farmacéutica. Cuando la forma farmacéutica es liquida, el portador es el
diluyente. El término "farmacolégicamente aceptable" se refiere al hecho de que el
compuesto al que se refiere estd permitido y evaluado para que no cause dafio a los

organismos a los que se administra.

La composicion farmacéutica de la invencidén puede administrarse a través de cualquier via
de administracion, y como tal, dicha composicion se formulara en la forma farmacéutica
adecuada a la via de administracion elegida. Asi, la composicion farmacéutica de la
invencion puede administrarse por via oral, nasal, ocular, tépica, intradérmica, intracraneal,

intravenosa o intraperitoneal. Preferiblemente, se administra por via oral.

La composicion de la invencion puede incluir una cantidad eficaz de GAL(1-15) o un analogo
de la misma, o su sal, éster, tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, y de
un antagonista no selectivo de los receptores opioides mu, preferiblemente Naltrexona,
Naloxona, Nalmefeno, o cualquiera de sus combinaciones, y aun mas preferentemente,
Naltrexona. El término "cantidad eficaz" utilizado en el presente documento se refiere a una
cantidad suficiente para tratar de forma efectiva el TCA. La cantidad eficaz puede

seleccionarse adecuadamente por un experto en la materia en funcién del individuo
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seleccionado y pueden intervenir factores como la edad, las condiciones de salud, la
duracién de la administracién, la via de administracion, la tasa de excrecién y otros, incluido
el uso de un farmaco en combinacién con la composicion farmacéutica o al mismo tiempo
que ésta, y otros factores conocidos en el campo de la medicina. La terapia se considera
"personalizada" cuando el compuesto que se administra al individuo para tratar una
enfermedad esta especialmente adaptado a las caracteristicas tanto genotipicas como
fenotipicas del individuo que va a ser tratado, evitando asi la pérdida de tiempo con terapias

no efectivas.

Un tercer aspecto de la invencion, refiere a un kit que comprende GAL(1-15) o un analogo
de la misma, o su sal, éster, tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, en
combinacién con al menos un antagonista no selectivo de los receptores opioides mu,
preferiblemente Naltrexona, Naloxona, Nalmefeno, o cualquiera de sus combinaciones, y
aun mas preferentemente, Naltrexona, o las composiciones segun se han descrito en la
presente memoria para su uso en el tratamiento de Trastorno por Consumo de Alcohol
(TCA). Preferiblemente, el kit esta adaptado para la administracion simultanea o secuencial

de los compuestos activos.

Un cuarto aspecto de la invencién se refiere a una composicion que comprende GAL(1-15)
o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdbmero, solvato o hidrato farmacéuticamente
aceptable y al menos un antagonista no selectivo de los receptores opioides mu que se
selecciona entre Naltrexona, Naloxona, Nalmefeno o cualquiera de sus combinaciones,

preferiblemente Naltrexona.

Un quinto aspecto de la invencion, refiere al uso no terapéutico de GAL(1-15) o un analogo
de la misma, o su sal, éster, tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, en
combinacién con al menos un antagonista no selectivo de los receptores opioides mu, o de
una composicion o kit que los comprende, para la reduccion del consumo de alcohol.
Preferentemente, el antagonista no selectivo de los receptores opioides mu se selecciona
entre Naltrexona, Naloxona, Nalmefeno, o cualquiera de sus combinaciones, y aun mas

preferentemente es Naltrexona.

En el contexto de la presente invencion el “uso no terapéutico” se define como el uso de
los ingredientes activos de la invencién en su uso combinado o de la composicion de la
invencién, para la reduccion del consumo de alcohol en un contexto no patoldégico, como
medida profilactica dentro del mantenimiento y la conservaciéon de un buen estado de salud

general y habitos de vida saludables.
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El término "paciente”, “individuo” o "sujeto", tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere a un mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja,
primates y seres humanos, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos, vacas,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores como ratas y ratones. En una

realizacion preferida, el sujeto es un ser humano.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado comunmente entendido por un experto en
la materia a la que pertenece esta invencion. En la practica de la presente invencion pueden
utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos. A lo largo de la
descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variaciones no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién resultaran evidentes para los expertos en la materia tras el
examen de la descripcion o podran conocerse mediante la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser

limitativos de la presente invencion.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Efecto de la administracion de Galanina(1-15) [GAL(1-15)] y Naltrexona (NTX)
en la prueba de autoadministracion de alcohol. NTX 0,3 mg/Kg o solucién salina se
administré por via subcutanea (SC) 30 min antes de la prueba, y GAL(1-15) 0,3 nmol o
liquido cefalorraquideo artificial (aCSF) se administrd por via intracerebroventricular (ICV) 15
min antes de la prueba. Grupos experimentales: solucion salina + aCSF (n=8), solucion
salina + GAL(1-15) 0,3 nmol (n=5), NTX 0,3 mg/Kg + aCSF (n=8), NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-
15) 0,3 nmol (n=7). Las barras verticales representan la media  error estandar de la media.
(A) Numero de refuerzos de alcohol *p< 0,05 NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol frente a
solucion salina + aCSF, NTX 0,3 mg/kg + aCSF. (B) Numero de presiones activas de la
palanca *p< 0,05 NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol frente al resto de grupos, segun
ANOVA unidireccional seguido de la prueba de comparacion mdultiple de Fisher. (C)
Presiones de palanca inactivas durante el periodo de prueba. Los datos representan la
media * error estandar de la media. No hay diferencias entre los grupos experimentales

segun un analisis de varianza unidireccional (ANOVA).

Figura 2. Papel del antagonista de GALR2 M871 en los efectos mediados por GAL(1-
15) - NTX en la prueba de autoadministracion de alcohol. NTX 0.3 mg/Kg o salino fue
administrado SC 30 min antes de la prueba, GAL(1-15) 0.3 nmol, antagonista GALR2 M871
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3 nmol o aCSF fue inyectado por ICV 15 min antes de la prueba. Grupos experimentales:
solucién salina + aCSF (n=9), solucion salina + M871 3 nmol (n=6), NTX 0,3 mg/Kg +
GAL(1-15) 0,3 nmol (n=6), NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol + M871 3 nmol (n=7). Las
barras verticales representan la media + error estandar de la media. (A) Numero de
refuerzos de alcohol *p< 0,05 solucion salina + aCSF frente a NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15)
0,3 nmol, **p <0,01 frente a solucién salina + M871 3 nmol, NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3
nmol + M871 3 nmol, segun ANOVA unidireccional seguida de la prueba de comparacion
multiple de Fisher . (B) Numero de presiones activas de la palanca *p< 0,05 frente a solucion
salina + M871 3 nmol, NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol + M871 3 nmol. (C) Presiones
de palanca inactivas durante el periodo de prueba. Los datos representan la media * error
estandar de la media. No hay diferencias segun un analisis de varianza unidireccional

(ANOVA) entre los grupos experimentales.

Figura 3. Efecto de la combinaciéon de GAL(1-15) y NTX en el paradigma de eleccion de
dos botellas con una concentracién de etanol (EtOH) del 10% en ratas. NTX 1 mg/Kg o
salino fue administrado SC 30 min antes de la prueba, y GAL(1-15) 1 nmol o aCSF fue
administrado ICV 15 min antes de la prueba. Grupos experimentales: solucion salina + aCSF
(n=8), solucion salina + GAL(1-15) 1 nmol (n=6), NTX 1 mg/Kg + aCSF (n=9), NTX 1 mg/Kg
+ GAL(1-15) 1 nmol (n=7). (A) Ingesta de EtOH (g/Kg) 2 horas después de la prueba, las
barras verticales representan la media £ error estandar de la media. *p< 0.05 NTX 1 mg/Kg
+ GAL(1-15) 1 nmol vs solucién salina + aCSF, solucion salina + GAL(1-15) 1 nmol, segun
ANOVA unidireccional seguido de la prueba de comparacién multiple de Fisher. (B) Ingesta
de agua (g/Kg) 2 horas después de la prueba, las barras verticales representan la media
error estandar de la media. **p <0,01 frente a solucion salina + aCSF y frente a solucién
salina + GAL(1-15) 1 nmol, segun ANOVA unidireccional seguido de la prueba de

comparacion multiple de Fisher.

Figura 4. Efecto de la combinacion de GAL(1-15) - NTX sobre la locomocién reducida
por etanol en la prueba de campo abierto (OFT). NTX 0,3 mg/Kg o solucién salina se
administro por via SC 30 min antes de la prueba, GAL(1-15) 0,3 nmol o aCSF se administro
por via ICV 15 min antes de la prueba y alcohol (0,5 g/Kg) o solucion salina se administrd
por via intraperitoneal (IP) 5 min antes de la prueba. Se afiadié un grupo experimental de
animales basales a los que no se habia inyectado alcohol previamente ni habian recibido
ningun tratamiento (grupo vehiculo). Grupos experimentales: vehiculo (n=7), solucién salina
+ aCSF (n=7), solucion salina + GAL(1-15) 0,3 nmol (n=7), NTX 0,3 mg/Kg + aCSF (n=6),
NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol (n=6). (A) Distancia recorrida (cm) y (B) Velocidad

media (cm/s) en una prueba de campo abierto durante el periodo de prueba de 5 min. Las
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barras verticales representan la media * error estandar de la media. * p < 0,05, ** p <0,01 vs
vehiculo, NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol, segun ANOVA unidireccional seguido de

prueba de comparacion multiple de Fisher.

Figura 5. Efecto de la administracion de GAL(1-15) y NTX en el comportamiento
estereotipico medido en la jaula doméstica. NTX 0,3 mg/Kg o soluciéon salina se
administr6 SC 30 min antes de la prueba, GAL(1-15) 0,3 nmol o aCSF se administré ICV 15
min antes de la prueba y alcohol (0,5 g/Kg), o solucién salina se administré IP 5 min antes
de la prueba. Se afadi®é un grupo experimental de animales basales que no habian
consumido alcohol previamente ni recibido ningun tratamiento (grupo Vehiculo). Grupos
experimentales: Vehiculo (n=6), solucion salina + aCSF (n=6), NTX 0,3 mg/Kg + aCSF
(n=6), NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol (n=6). Numero de movimientos estereotipados
durante el periodo de prueba de 10 min, las barras verticales representan la media * error
estandar de la media. * p< 0,05 NTX 0,3 mg/Kg + aCSF vs NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3
nmol; ** p <0,001 vs NTX 0,3 mg/Kg + aCSF; *** p <0,0001 NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3
nmol vs vehiculo, solucion salina + aCSF, segun ANOVA unidireccional seguido de prueba

de comparacion multiple de Fisher.

Figura 6. Efecto de la administracion de GAL(1-15) y NTX en ratas con actividad
locomotora sobre el contenido de dopamina estriatal. La concentracion de dopamina
(pg/ml) se midid 1 h después de la inyeccion ICV. Se afiadié un grupo experimental de
animales basales que no habian sido inyectados previamente con alcohol ni habian recibido
ningun tratamiento (grupo vehiculo). Grupos experimentales: Vehiculo (n=6), solucion salina
+ aCSF (n=5), solucion salina + GAL(1-15) 0,3 nmol (n=5), NTX 0,3 mg/Kg + aCSF (n=6),
NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol (n=5). Concentracion de dopamina (pg/ml), las barras
verticales representan la media + error estandar de la media *
GAL(1-15) 0,3 nmol vs vehiculo; ** p <0,01 NTX 0,3 mg/Kg + aCSF vs solucién salina +
aCSF y vs NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol; *** p <0,001 NTX 0,3 mg/Kg + aCSF vs

vehiculo, segun ANOVA unidireccional seguido de prueba de comparacion mudltiple de

p< 0,05 solucion salina

Fisher.

Figura 7. Efecto de la administracion de GAL(1-15) y NTX sobre la expresion de ARNm
de C-Fos, MOR, DAT, VMAT2, D1, D2, D3, GALR1, GALR2 y GALR3 en el area
tegmental ventral (VTA). Las medidas se tomaron 1 h después de la inyeccién ICV. Los
grupos experimentales tienen entre 4 y 6 animales por grupo. Las barras verticales
representan la media * error estandar de la media: (A) Expresion de ARNm de C-Fos. ** p
<0,01 solucién salina + aCSF vs NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol, segun ANOVA
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unidireccional seguido de la prueba de comparaciéon multiple de Fisher. (B) Expresion de
ARNm de MOR. * p< 0,05 solucién salina + aCSF frente a NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3
nmol; solucion salina + GAL (1-15) 0,3 nmol frente a NTX 0,3 mg/Kg + aCSF; ** p < 0,01
solucién salina + GAL(1-15) 0,3 nmol frente a NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol, segun
ANOVA unidireccional seguida de prueba de comparacion multiple de Fisher. (C) Expresion
de ARNm de DAT, VMAT2, D1, D2, D3, GALR1, GALR2 y GALRS, los datos representan la
media * error estandar de la media. No hay diferencias segun un analisis de varianza de una

via (ANOVA) entre los grupos experimentales.

Figura 8. Efecto de la administracion de GAL(1-15) y NTX sobre la expresion de ARNm
de C-Fos, MOR, D1, D2, D3, GALR1, GALR2 y GALR3 en el nucleo accumbens (NAc).
Las medidas se tomaron 1 h después de la inyeccion ICV. Los grupos experimentales tienen
entre 5 y 6 animales por grupo. Las barras verticales representan la media + error estandar
de la media. (A) Expresiéon de ARNm de C-Fos. * p< 0,05 solucién salina + GAL(1-15) 0,3
nmol frente a NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15) 0,3 nmol; ** p <0,01 NTX 0,3 mg/Kg + GAL(1-15)
0,3 nmol frente a solucidon salina + aCSF, NTX 0,3 mg/Kg + aCSF, segun ANOVA
unidireccional seguido de la prueba de comparaciéon multiple de Fisher. (B) Expresion de
ARNm de MOR. * p< 0.05 NTX 0.3 mg/Kg + GAL(1-15) 0.3 nmol vs solucion salina + aCSF,
solucién salina + GAL(1-15) 0.3 nmol, segun ANOVA unidireccional seguido de prueba de
comparacion multiple de Fisher. (C) Expresion de ARNm de D1, D2, D3, GALR1, GALR2 y
GALRS, los datos representan la media + error estandar de la media de la expresion de
ARNm de D1: * p< 0,05 frente a solucién salina + aCSF, solucion salina + GAL(1-15) 0,3
nmol. D2: a p< 0,05 vs NTX 0,3 mg/Kg + aCSF; ** p <0,01 vs solucion salina + aCSF, segun
ANOVA unidireccional seguido de la prueba de comparacion multiple de Fisher. GALR1,
GALR2, GALR3: No hay diferencias entre el resto de los grupos experimentales segun un

andlisis de varianza unidireccional (ANOVA).
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Animales

Las ratas macho Sprague-Dawley (225-250 g) se obtuvieron de Criffa y se alojaron en una
habitacion con humedad y temperatura controladas (20-22°C) en un ciclo inverso de
luz/oscuridad de 12 horas (luces apagadas a las 9 am). Todos los experimentos siguieron
las Directrices de la Universidad de Malaga para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (Cédigo Etico: 22/05/2017/066). Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a los

grupos experimentales.
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Materiales

La naltrexona se obtuvo de Merck Life Sciencie, Madrid, Espafa. La galanina (1-15) y el
antagonista del receptor GALR2 M871 se obtuvieron de Tocris Bioscience, Bristol, Reino
Unido.

Disefio experimental

Se llevaron a cabo tres procedimientos experimentales. El esquema de cada disefio

experimental se muestra en las Figuras 1-7.

Experimento 1: Prueba de autoadministracion de alcohol

Se analizé6 el efecto de la combinacion de GAL(1-15) y NTX en la prueba de
autoadministracion de alcohol (Fig. 1) y los receptores GAL implicados en este efecto (Fig.
2).

El consumo de alcohol se midi6 mediante una prueba de autoadministracion descrita
previamente [17]. Las ratas fueron entrenadas para autoadministrarse un 10% de alcohol en
sesiones de 30 minutos en un programa Ratio Fijo 1 hasta que se alcanzd una ingesta
estable de alcohol. La palanca activa se emparejaba con la entrega de alcohol y un estimulo
luminoso condicionado, mientras que la palanca inactiva no proporcionaba recompensa.
Durante cada sesidn, se registraron las presiones de la palanca activa, las presiones de la

palanca inactiva y los refuerzos de alcohol.

Se realizaron dos series de experimentos en la prueba de autoadministracion de alcohol. En
el primer conjunto de experimentos, grupos de ratas recibieron una inyeccién subcutanea de
NTX 0,3 mg/Kg o solucidon salina 30 minutos antes del comienzo de la prueba y una
inyeccién intracerebroventricular (ICV) de GAL(1-15) 0,3 nmol o liquido cefalorraquideo
artificial (@CSF) 15 minutos antes de la prueba. Los grupos experimentales tenian entre 5y

8 animales por grupo.

En la ultima serie de experimentos, se estudiaron los receptores GAL implicados en el efecto
de GAL(1-15); para ello, grupos de ratas recibieron una inyeccién subcutanea de NTX 0,3
mg/Kg o solucién salina 30 minutos antes de la prueba y el antagonista M871 3 nmol,
GAL(1-15) 0,3 nmol combinado con el antagonista GALR2 o aCSF 15 minutos antes de la
prueba. Los grupos experimentales tenian entre 6 y 11 animales por grupo. El esquema

general del disefio experimental se muestra en las Figuras 1y 2.

17



10

15

20

25

30

ES3081684 Al

En la autoadministracion de alcohol, la administracion de GAL(1-15) a la dosis de 0,3 nmol o
NTX 0,3 mg/kg carecié de efecto en el numero de refuerzos de alcohol y el numero de
presiones activas de la palanca. Sin embargo, la combinacion de GAL(1-15) 0,3 nmol y NTX
0,3 mg/kg disminuyd significativamente el niumero de refuerzos de alcohol en un 50%
(ANOVA unidireccional, F324=2,86, p= 0,05; Fig. 1A) en comparacion con los grupos NTX y
control (p< 0.05) y el numero de presiones activas de palanca en un 50% (ANOVA
unidireccional, F324=2.98, p= 0.05; Fig. 1B) en comparacion con el resto de los grupos (p<
0.05). Sin embargo, la combinacién de GAL(1-15) y NTX no afectd al nUmero de presiones

de palanca inactivas en la prueba de autoadministracién de alcohol (Fig. 1C).

Por tanto, la combinacion de GAL(1-15) y NTX en la prueba de autoadministracion de

alcohol disminuy6 los refuerzos de alcohol.

El antagonista de GALR2 M871 inyectado solo a la dosis de 3 nmol carecid de efectos en el
numero de refuerzos de la autoadministraciéon de alcohol (Fig. 2A) y las presiones activas de
palanca (Fig. 2B). Sin embargo, el antagonista GALR2 M871 3 nmol bloqued
significativamente la reduccion inducida por GAL(1-15)-NTX (ANOVA unidireccional, F324=
3,9, p=0,02) en el numero de refuerzos de la autoadministracién de alcohol (p <0,01) y las
presiones activas de palanca (ANOVA unidireccional, F324= 3,4, p=0,04; p< 0,05). No se
observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales en la palanca activa e
inactiva (Fig. 2C).

Por tanto, el antagonista de GALR2 M871 bloqueé el efecto mediado por GAL(1-15).

Asi pues, se concluye que la combinaciéon de GAL(1-15) y NTX redujo sustancialmente
el comportamiento de busqueda de alcohol en la prueba de autoadministracion de
alcohol y que GALR2 esta implicado en el efecto mediado por GAL(1-15)-NTX sobre el

comportamiento de busqueda de alcohol.

Experimento 2: Paradigma de eleccion de dos botellas

Se analiz6 el efecto de la combinacion GAL(1-15) y NTX sobre el consumo voluntario de
etanol utilizando la prueba de eleccion de dos botellas [19]. Las ratas tuvieron acceso
continuo a una solucién de etanol al 10% como Unico liquido durante tres dias. Tras esta
exposicion forzada, se les dio a elegir entre etanol al 10% y agua durante cuatro dias,
cambiando diariamente la posicion de las botellas para evitar sesgos. Se calculd la ingesta
de agua y etanol (g/kg) y la preferencia por el etanol (%). La evaporacion y los derrames se

contabilizaron utilizando jaulas de control con botellas de agua y etanol.
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Los grupos de ratas recibieron una inyeccion subcutanea de NTX 1 mg/Kg o solucién salina
30 minutos antes del inicio del ensayo y una inyeccion ICV de GAL(1-15) 1 nmol o aCSF 15
minutos antes del ensayo [16]. Los grupos experimentales tenian entre 6 y 9 animales por

grupo. El esquema general del disefio experimental se muestra en la Figura 3.

La coadministracion de GAL(1-15) 1 nmol y NTX 1 mg/Kg produjo una disminucion
significativa del 50% en la ingesta de etanol a las 2 horas de su administraciéon (ANOVA

unidireccional, F3 26 = 3,18, p=0,04; Fig. 3A) en comparacion con el grupo control (p< 0,05).

En cuanto a la ingesta de agua, la administracion de NTX a una dosis de 1 mg/kg redujo
significativamente el consumo de agua a las 2 horas en comparacion con el grupo control
(ANOVA unidireccional, F326=6,58; p=0,002; Fig. 3B). El analisis post-hoc revel6 que esta
reduccion era estadisticamente significativa (p <0,01). Ademas, cuando GAL(1-15) se
combiné con NTX, la reduccion en la ingesta de agua se mantuvo a un nivel similar (p
<0,01). Este efecto de la NTX respecto a la reduccion del consumo de agua habia sido

descrito previamente [20] y se mantiene en la administracion combinada con GAL (1-15).

Asi pues, se concluye que GAL(1-15)- NTX indujo una disminucién significativa de la
ingesta de etanol en la prueba de eleccion de dos botellas, un modelo de consumo

voluntario de alcohol.

Experimento 3: Actividad locomotora y comportamientos estereotipados

Se investigaron los efectos de la combinacion de GAL(1-15) y NTX sobre la locomocién
inducida por etanol. La actividad locomotora se registr6 en campo abierto (100 x 100 x 50
cm), donde se colocaron los animales individualmente y se les permitid explorar libremente.
Su comportamiento fue grabado durante 5 minutos por una camara de video montada en el
techo, y la actividad locomotora se analiz6 utilizando el software de seguimiento de video
Ethovision XT (Noldus, S.L).

Después de cada ensayo, se limpiaron todas las superficies con una toalla de papel y una
solucién de etanol al 70%. Se registraron la distancia total recorrida (cm) y la velocidad

media (cm/s) para la actividad locomotora.

Grupos de ratas recibieron una inyeccion subcutanea de NTX (0,3 mg/kg) o solucién salina
30 minutos antes de la prueba, una inyeccion ICV de GAL(1-15) (0,3 nmol) o aCSF 15
minutos antes, y una inyeccion intraperitoneal (IP) de etanol (0,5 g/kg) o solucién salina 5
minutos antes. También se incluy6 un grupo de control de ratas sin alcohol y sin tratamiento.

Cada grupo tenia 6-7 animales (véase la Figura 4 para el disefio experimental).
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Ademas, se registraron comportamientos estereotipados (por ejemplo, encabritarse,
acicalarse) en la jaula durante 10 minutos y fueron observados por evaluadores entrenados.

El esquema general del disefio experimental se muestra en la Figura 5.

En la prueba de campo abierto, la administraciéon IP de etanol 0,5 g/Kg aumento
significativamente la Distancia Total en un 50% (ANOVA unidireccional, F42s=5,15, p=0,003;
Fig. 4A) y la Velocidad Media en un 50% (ANOVA unidireccional, Fa2s =5,10 p=0,003; Fig.
4B) en comparacion con las ratas sin inyeccion de alcohol (grupo vehiculo) 5 minutos

después de su administracion (p <0,01).

La administracion de GAL(1-15) 0,3 mg/Kg o NTX 0,3 mg/Kg solos no afectd al aumento de
la actividad locomotora inducido por la inyeccion de alcohol, manteniendo el aumento de la
Distancia Total recorrida y la Velocidad Media en comparacién con el grupo vehiculo. Sin
embargo, la combinacién de GAL(1-15) con NTX indujo una reduccion sustancial en la
Distancia Total (ANOVA unidireccional, F428=5,15, p=0,003; Fig. 4A) y la Velocidad Media
(ANOVA unidireccional, F428 =5,10 p=0,003; Fig. 4B) en comparacién con el grupo NTX (p<
0,05) y GAL(1-15) y los grupos control (p <0,01) eliminando completamente el efecto

producido por la inyeccion de alcohol.

También se evaluaron los efectos de la combinacion GAL(1-15)-NTX en el comportamiento
estereotipado tras la inyeccion de 0,5 g/Kg de alcohol (Fig. 5). En la conducta de evaluacion
a los 10 minutos, la administracion de NTX 0,3 mg/Kg indujo una reduccion significativa del
namero de Movimientos Estereotipados (ANOVA unidireccional, F320=9,78, p=0,0004), en
comparacion con el grupo control (p <0,01) (Fig.5). Sin embargo, la coadministracion de
GAL(1-15) 0.3 nmol y NTX 0.3 mg/Kg indujo un efecto mas fuerte, reduciendo
significativamente el numero de Movimientos Estereotipados, comparado con el grupo NTX
inyectado solo (p< 0.05) y el grupo control (p <0.001) (Fig. 5). Ademas, el grupo GAL(1-15)-
NTX redujo significativamente los Movimientos Estereotipados en comparacion con el grupo

sin inyeccion de alcohol (Vehiculo) (p <0,001) (Fig. 5).

Por tanto, la combinacién GAL(1-15)- NTX disminuy6 la actividad locomotora en ratas

con inyeccion intraperitoneal de alcohol.

Ensayo de dopamina

Se analiz6 la concentracion de dopamina en el estriado dorsal en las ratas procedentes de
los procedimientos de actividad locomotora del experimento 3. Las ratas fueron decapitadas

1 hora después de la administracién ICV de GAL(1-15) 0,3 nmol o aCSF, y luego se les
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extrajo el cerebro, se congel6 en isopentano a -40°C y se almacend en un congelador hasta
su uso. Las disecciones de los nucleos se realizaron segun lo descrito [17] con
modificaciones . Se afadid un grupo experimental de animales basales que no habian
consumido alcohol previamente y no habian recibido ningun tratamiento. Los grupos

experimentales tenian entre 5 y 6 animales por grupo.

El ensayo de dopamina se realizé siguiendo el procedimiento recomendado para el kit de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) de dopamina (N° de catalogo: E-EL-0046, Elabscience
Biotechnology Co., Ltd., Wuhan, China).

La administracion de etanol a una dosis de 0,5 g/kg produjo un modesto aumento de la
concentracion de dopamina en el estriado dorsal (ANOVA unidireccional, Fs20= 7,01, p =
0,0008; Fig. 6). Este incremento fue estadisticamente significativo tanto en el grupo GAL(1-
15) (p< 0.05) como en el NTX (p <0.001). Sin embargo, cuando GAL(1-15) y NTX se
administraron conjuntamente, este aumento de dopamina se revirtio, lo que sugiere que la

combinacion de ambos compuestos redujo el efecto producido por la inyeccion de alcohol.

Por tanto, la combinaciéon de GAL(1-15)-NTX redujo la liberacion de dopamina en el

estriado dorsal tras una inyeccion de alcohol.

Efecto de la combinacion de GAL(1-15) vy NTX sobre la expresion génica en area tegmental

ventral (VTA), nicleo accumbens (NAc) e Hipotalamo tras una inyeccion de alcohol

Las ratas de los procedimientos de actividad locomotora del experimento 3 fueron
eutanasiadas por decapitacién 1 hora después de la administracion ICV de GAL(1- 15) 0,3
nmol o aCSF. Los cerebros se extrajeron rapidamente y se congelaron hasta su uso. Los

grupos experimentales tenian entre 4 y 6 animales por grupo.
Las disecciones de los nucleos se realizaron segun lo descrito [17] con modificaciones.

El procedimiento de aislamiento de ARN y RT-PCR se describié previamente [17], asi como
las secuencias de cebadores utilizadas para evaluar los niveles de expresion de ARNm de
los genes C-Fos, MOR, DAT, VMAT2, D1, D2, D3, GALR1, GALR2, GALR3 y POMC.

El esquema general del disefio experimental se muestra en las Figuras 7 y 8.

Como se muestra en la Figura 7, en el VTA, la administracion de GAL(1-15) 0,3 nmol o NTX
0,3 mg/Kg por si sola no afecté a la expresion de C-Fos (un marcador de actividad neuronal)

en animales tras una inyeccion de etanol de 0,5 mg/Kg. Sin embargo, la combinacion de
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GAL(1-15) y NTX produjo un aumento significativo del nivel de ARNm de C-Fos (ANOVA
unidireccional, F316=3,33, p=0,046; Fig. 7A) en comparacion con el grupo control una hora

después de su administracion (p <0,01).

Del mismo modo, sélo el grupo tratado con la combinacion de GAL(1-15)-NTX, y no los
grupos tratados con GAL(1-15) o NTX solos, indujeron un aumento significativo de la
expresion del receptor opioide Mu MOR (ANOVA unidireccional, F315= 3,90, p=0,031; Fig.

7B), en comparacioén con el grupo de control en el VTA (p< 0,05).

Por tanto, la combinacion de GAL(1-15) y NTX aumenté la expresion génica de C-Fos

y MOR en area tegmental ventral (ATV)

Ademas, se estudiaron los niveles de expresion de ARNm para los transportadores de
dopamina DAT y VMATZ2, los receptores de dopamina D1, D2 y D3, asi como los receptores
de galanina GALR1, GALR2 y GALRS3, todos ellos elementos del sistema Dopaminérgico, y

no se encontraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos (Fig. 7C).

Se analizé la expresion de ARNm de C-Fos, receptor opioide Mu (MOR), receptores
dopaminérgicos D1 y D2, y receptores de galanina GALR1, GALR2 y GALRS3 en el nucleo

accumbens (NAc).

Como se observa en la Figura 8, la coadministraciéon de GAL(1-15) 0,3 nmol y NTX 0,3
mg/Kg produjo un aumento significativo de la expresion de C-Fos (ANOVA unidireccional,
F3,10= 5,03, p=0,0098; Fig. 8A), en comparacion con el grupo control (p <0,01), mientras que
la Unica inyeccion intracerebroventricular (ICV) de GAL(1-15) 0,3 nmol o NTX 0,3 mg/Kg no

afecto al nivel de ARNm de C-Fos una hora después de la administracion.

En la expresién del ARNm del MOR, de nuevo sélo la combinacion de GAL(1-15)-NTX
indujo un aumento de la expresion del MOR (ANOVA unidireccional, F319= 3,37, p=0,0403;
Fig. 8B) en comparacion con el grupo control (p< 0,05). La administracion de GAL(1-15) o

NTX solos no modificé la expresion MOR.

En los niveles de ARNm de los receptores dopaminérgicos, la expresién del receptor D1
aumenté significativamente en las ratas inyectadas con GAL(1-15)-NTX (ANOVA
unidireccional, F3z 1= 3,76, p=0,0296; Fig. 8C), en comparaciéon con el grupo control (p<
0,05), mientras que en el resto de grupos no se vio afectada a la expresion de D1, lo que
indica que el tratamiento con GAL(1-15)-NTX modifica algunos elementos del sistema

Dopaminérgico.
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En el receptor D2, la administracion de NTX 0,3 mg/Kg produjo un aumento de los niveles
de ARNm (ANOVA unidireccional, F319=4,15, p=0,202; Fig. 8C), en comparacién con el
grupo control (p <0,01) y el grupo GAL(1-15) 0,3 nmol (p< 0,05), pero no se encontraron
diferencias con el grupo GAL(1-15)-NTX..

Por ultimo, en el analisis de la expresion de los receptores de galanina, la expresién de
GALR1, GALR2 o GALRS3 no se vio modificada por ningun tratamiento.

Por tanto, la combinacion de GAL(1-15) y NTX incrementé la expresion génica de C-

Fos, MOR y receptores D1 en el NAc.

En cuanto a los efectos de la combinacion de GAL(1-15)-NTX en la expresion de mARN en
el hipotalamo, en la Tabla 1 se muestran los resultados de las medidas de los de expresién
de ARNm de C-Fos, MOR y POMC en el hipotalamo.

Tabla 1: Efecto de la administracion de GAL(1-15), NTX o GAL(1-15)-NTX en los niveles de

expresion de ARNm de C-Fos, MOR y POMC en el hipotalamo tras la inyeccién de etanol.

Salino + aCSF |Salino + GAL|NTX 0,3mg/kg +|NTX 0,3mg/kg
(1-15) 0,3 nmol | aCSF GAL (1-15) 0,3
nmol
C-Fos 0,6+0,1 0,7+0,1% 1,7+0,3** 1,3+0,2*
MOR 0,940,2 1,0+0,3 1,3+0,4 0,940,1
POMC 0,8+0,1 0,8+0,1 1,7+0,5 1,0+0,2

Como se muestra en la Tabla 1, la administracion de NTX 0,3 mg/Kg sola (ANOVA
unidireccional, F317= 5,72 p=0,0068; p <0,01) y la coadministracion GAL(1-15)-NTX (p< 0,05)
produjeron un aumento de la expresion de C-Fos en comparacion con el grupo control en los
animales tras la inyeccion de etanol 0,5 mg/Kg. La administracion de GAL(1-15) 0,3 nmol no
modificd la expresion de C-Fos. La expresion de MOR o POMC no fue modificada por

ningun tratamiento en el hipotalamo.

Se llevd a cabo el analisis del area hipotalamica dado que en esta zona se producen los

ligandos enddgenos del sistema opioide, que en el caso del receptor MOR es
fundamentalmente la Beta-Endorfina. Por su parte, el gen POMC es el gen del que
provienen, entre otras moléculas, las Beta-endorfinas. La ausencia de diferencias en el gen

POMC vy en la activacion de esta zona (C-Fos) por la coadministracion GAL(1-15)-NTX de
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forma especifica sugiere que no se altera el sistema opioide endégeno a este nivel, por lo
que principalmente son otros nucleos los involucrados en el efecto del tratamiento

combinado.

Las medidas se tomaron una hora después de la inyeccion ICV. Los grupos experimentales
tienen entre 5 y 6 animales por grupo. Los datos representan la media + error estandar de la
media de la expresion de ARNm de C-Fos: * p <0,05 vs solucion salina + aCSF; ** p <0,01
vs solucion salina + aCSF; # p <0,01 vs NTX 0,3 mg/Kg + aCSF, segun ANOVA
unidireccional seguido de prueba de comparacion multiple de Fisher. MOR y POMC: No hay
diferencias segun un analisis de varianza de una via (ANOVA) entre los grupos

experimentales.

Analisis estadistico y de datos

Los datos se presentan como la media + error estandar de la media. Todos los datos se
analizaron con GraphPad PRISM 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.). Se
realizé un analisis de la varianza (ANOVA) de una via para comparar mas de dos grupos. La
prueba posterior de comparacion de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher se
realizé sélo cuando el cociente F en el ANOVA de una via era estadisticamente significativo.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a p <0,05 (*p < 0,05, **p
<0,01, ***p <0,001).
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REIVINDICACIONES

1. GAL(1-15), con 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, en terapia combinada con al menos un
antagonista no selectivo de los receptores opioides mu, para su uso en el tratamiento y/o

prevencion del Trastorno por Consumo de Alcohol.

2. GAL(1-15) o un andlogo de la misma, o su sal, éster, tautdbmero, solvato o hidrato
farmacéuticamente aceptable, en terapia combinada con al menos un antagonista no
selectivo de los receptores opioides mu, para su uso segun la reivindicacion 1, donde el
antagonista no selectivo de los receptores opioides mu se selecciona entre Naltrexona,

Naloxona, Nalmefeno, o cualquiera de sus combinaciones.

3. GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautbmero, solvato o hidrato
farmacéuticamente aceptable, en terapia combinada con al menos un antagonista no
selectivo de los receptores opioides mu para su uso segun la reivindicacion anterior donde el

antagonista no selectivo de los receptores opioides mu es Naltrexona.

4. Composicion que comprende los compuestos segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 3 para su uso en el tratamiento del Trastorno por Consumo de Alcohol.

5. Composicién para su uso segun la reivindicacion anterior caracterizada por que es una

composicion farmacéutica.

6. Kit que comprende los compuestos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o las
composiciones segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5 para su uso en el tratamiento

del Trastorno por Consumo de Alcohol.

7. Kit para su uso segun la reivindicacion anterior caracterizado por que esta adaptado para

la administracion simultanea o secuencial de los compuestos activos.

8. Composicion que comprende GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster,
tautomero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable y al menos un antagonista no
selectivo de los receptores opioides mu que se selecciona entre Naltrexona, Naloxona,

Nalmefeno o cualquiera de sus combinaciones.
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9. Composicion que comprende GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster,

tautémero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable y Naltrexona.

10. Composicién que comprende GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster,
tautdmero, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable y Naltrexona para su uso como

medicamento.

11. Uso no terapéutico de GAL(1-15) o un analogo de la misma, o su sal, éster, tautdmero,
solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable, en combinacibn con al menos un
antagonista no selectivo de los receptores opioides mu, o de una composicién o kit que los

comprende, para la reduccién del consumo de alcohol.
12. El uso no terapéutico segun la reivindicacién anterior donde el antagonista no selectivo
de los receptores opioides mu se selecciona entre Naltrexona, Naloxona, Nalmefeno, o

cualquiera de sus combinaciones.

13. El uso no terapéutico segun la reivindicacién anterior donde el antagonista no selectivo

de los receptores opioides mu es Naltrexona.
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