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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad que tiene una incidencia muy elevada en el
mundo. Generalmente se trata con dieta y ejercicio, pero en ocasiones es
necesaria una intervencion farmacoldgica, desafortunadamente los
medicamentos disponibles logran solo del 5 al 10 % de eficacia en menos del
50 % de los pacientes. Por ello es necesaria la busqueda de nuevas terapias.
La e-polilisina (e-PL) es una molécula catidnica inhibidora de la lipasa
pancreatica mediante la desestabilizacion de las sales biliares y la grasa que
son su sustrato. En este estudio se evalu6 la tolerabilidad de la e-PL al
administrarse en humanos. La muestra fue de 20 sujetos sanos no obesos, las
dosis de e-PL estudiadas fueron 45, 150, 300, 450 mg/dosis 6 placebo
administradas tres veces al dia después de los alimentos por un periodo de 12
semanas. Las dosis se establecieron en base a los estudios preclinicos
realizados anteriormente. A los sujetos bajo estudio se les realizaron pruebas
de transaminasas hepaticas, creatinina, albumina, perfil de lipidos, glucosa,
biometria hemética y analisis de orina. Los eventos adversos presentados
durante el estudio fueron de naturaleza gastrointestinal y mediante un analisis
de supervivencia de Kaplan Meier no se encontré diferencia significativa entre
los eventos adversos que presentaron los sujetos que ingirieron las diferentes
dosis de e-PL y los que ingirieron el placebo durante el periodo de evaluacién.
Ademas, los resultados del perfil de bioseguridad tampoco mostraron cambios,
por ello se concluye que la e-PL es una molécula segura y tolerable a las dosis
evaluadas.

Palabras clave: ¢-polilisina, tolerabilidad, obesidad



SUMMARY

Obesity is a disease that affects an important proportion of the world’s
population. Generally it is treated with diet and exercise but sometimes the use
of drugs is necessary. Unfortunately drugs available have an efficacy of 5 to 10
% in less than 50 % of the patients. How it is needed to find new therapies. The
e-polylysine (e-PL) is a cationic molecule that inhibits lipase pancreatic making
unstable bile salts and fat witch are its substrate. In this study we are measured
tolerability of e-PL when administrated to humans. The sample was of 20
healthy subjects, non-obese, e-PL doses were 45, 150, 300, 450 mg/dose or
placebo and were administrated three times per day after foods during a 12
weeks period. e-PL doses were determined in previous animal studies. Subjects
were studied for hepatic transaminases, creatinine, albumin, lipids profile,
glucose, hematic biometry and analyses of urine. Adverse events during study
included only gastrointestinal symptoms. Through a Kaplan Meier survival
analysis we found no difference in adverse events between subjects in any of
the e-PL doses and placebo during the observation period. Also biosecurity
results were not different among group, how we conclude that e-PL is a safe
molecule that can be tolerable at the doses evaluated by humans.

Key words: e-polylysine, tolerability, obesity
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1. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad metabdlica que afecta a la poblacion
mundial, especificamente en México, el 70 % de la poblacién mayor de 20 afnos
tiene sobrepeso u obesidad (Encuesta Nacional de Salud y Nutricidn,
ENSANUT 2006). El exceso de tejido adiposo abdominal tiene consecuencias
negativas en la salud, tales como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias,
enfermedades cardiovasculares (Cheah y Kam, 2005; Li et al., 2005),
disminucién de la capacidad pulmonar (Crowley et al., 2002; Stein et al., 2005),
enfermedades gastrointestinales y cancer de colon.

En el tratamiento de la obesidad la pérdida de peso corporal entre el 5
y 10 % se asocia con una disminucion sustancial del tejido adiposo abdominal
ocasionando una mejora en los marcadores metabdlicos de riesgo (Cheah y
Kam, 2005). La reducciéon de la ingestidbn de energia y el aumento de la
actividad fisica, son la forma méas efectiva para reducir la grasa corporal y
controlar el peso (Kolotkin, 2001; Mullis et al., 2004).

Sin embargo en ocasiones estas terapias no son suficientes y es
necesario recurrir a los tratamientos farmacolégicos. Actualmente solo existen
dos farmacos aprobados para la pérdida de peso por la FDA, la Sibutramina
que es un anorexigénico y el Orlistat que actua a nivel de absorcion de las
grasas (Mullis et al., 2004; Cheah y Kam, 2005). EI mecanismo de accién de
este Ultimo genera menos eventos adversos (principalmente son de naturaleza
gastrointestinal) en comparacion con la Sibutramina.

Se han estudiado péptidos y proteinas como agentes antiobesidad,
especificamente a los inhibidores no competitivos de la lipasa pancreética tales
como la e-polilisina (e-PL) que es producida mediante fermentacion aerobica
del Streptomyces albulus. La e-PL es una molécula cationica que interrumpe la
formacién de la emulsiébn de las sales biliares con la grasa por la
desestabilizacion de cargas. La e-PL no tiene efectos adversos graves
registrados. Estudios recientes en ratas macho Sprague Dawley han
demostrado que la e-PL disminuye los triglicéridos y el colesterol total en

plasma y puede actuar como un posible agente antiobesidad.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Obesidad

La obesidad es la enfermedad metabdlica con mayor prevalencia en los
paises desarrollados. Ademas, se ha incrementado de manera alarmante en
los ultimos afnos, a tal grado que se considera un problema de salud publica.
En el aino 2000 segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) existian en el
mundo cerca de 250 millones de obesos, con predicciones de llegar a 300
millones en el afo 2025.

La International Obesity Task Force (IOTF) y la OMS aceptan como
criterio para la definicion de obesidad, valores del indice de masa corporal
(IMC= peso en kg dividido por el cuadrado de la talla en metros) iguales o
superiores a 30 y para el sobrepeso de 25 a 29.9 (Galicia y Simal, 2002). En
México, la incidencia de este problema es alta, sobre todo en mujeres y nifnos

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2006 el 30 %
de la poblacién mayor de 20 anos tiene obesidad (34.5 % en mujeres y 24.2 %
en hombres). La poblaciéon que sufre de sobrepeso u obesidad afectan a cerca
del 70 % de la poblacion mexicana de ambos sexos (71.9 % en mujeres y 66.7
% en hombres). Esto indica que existen alrededor de 30 millones de adultos en
México con sobrepeso u obesidad.

La obesidad es una enfermedad cronica con repercusiones negativas
para la salud debido principalmente al exceso de grasa en el area abdominal.
Existe una asociacion clara y directa entre el grado de obesidad y la morbi-
mortalidad como lo son con complicaciones cardiovasculares, respiratorias,
metabdlicas, y articulares; asi mismo, aumenta la posibilidad de aparicién de
algun tipo de malignidad, como el cancer de mama o el de colon (Shi y Burn,
2004). La obesidad abdominal (visceral) es uno de los principales factores de
riesgo para desarrollar diabetes tipo 2 debido a la intolerancia a la glucosa e
hiperinsulinemia resultado de la resistencia a la insulina. La circunferencia de la
cintura se asocia con la cantidad de tejido adiposo visceral. Pacientes con
obesidad abdominal tienden a presentar hipertrigliceridemia con niveles bajos

de HDL y concentraciones altas de apolipoproteina B (apo-B), también



muestran signos de inflamacién cronica leve y disfuncién endotelial; ademas,
existe un estado hipercoagulable e hipofibrinolitico. Estos cambios bioquimicos
estan asociados con un riesgo sustancialmente mayor al desarrollo de la
enfermedad arterial coronaria, enfermedad cardiovascular, hipertensién,
aterosclerosis e hipertrofia ventricular izquierda (Cheah y Kam, 2005).

Estos trastornos clinicos contribuyen a afectar de manera significativa
la calidad y expectativas de vida del paciente obeso, siendo responsables en
gran parte de una fraccidn muy importante de la inversion en salud publica por
parte del gobierno. Actualmente se estima que se emplean alrededor de 30
billones de dolares anuales a nivel mundial en tratamientos para la reduccion
de peso. La obesidad produce costos sustanciales por hospitalizacion y por
detrimento en la capacidad para trabajar (Borg et al., 2005).

La obesidad incrementa los riesgos de un gran numero de
enfermedades. Existen diversas causas que aumentan la morbilidad y
mortalidad de individuos obesos como son: hipertensién, falla cardiaca,
enfermedad isquémica, cardiomiopatia, arritmias cardiacas y dislipidemia. La
obesidad es un factor de riesgo independiente para desarrollar enfermedades
del corazén (Li et al., 2005).

Por otro lado los pacientes obesos son propensos a neumonia, trombo-
embolismo pulmonar, enfermedad restrictiva de pulmén, falla respiratoria,
apnea de suefio obstructiva y sindrome de hipoventilacion. La obesidad
morbida se asocia con una disminucion en la capacidad residual funcional y en
la capacidad pulmonar total. La capacidad residual funcional decrece
exponencialmente con el incremento del IMC (Crowley et al., 2002; Stein et al.,
2005).

La colelitiasis, esteatopatitis no alcohdlica, hernia de hiato, reflujo
gastro-esofagico con esofagitis, carcinoma del eséfago (esofageal) y hernia
inguinal son mas prevalentes en pacientes obesos. Los obesos también estan
mas propensos a sufrir desérdenes genitourinarios incluyendo incontinencia
urinaria y calculos renales, irregularidades en la menstruacion, infertilidad
primaria ovulatoria, osteoartritis, hiperuricemia, gota, cancer de colon, de

endometrio, de mama (seno), de préstata y cervical (Cheah y Kam, 2005).



Considerando su etiopatologia multifactorial (genéticos, biolédgicos,
socioculturales, entre otros) y su caracter cronico se hace necesario un
tratamiento eficaz que no sea afectado por dichos factores. Diversos estudios
establecen que la obesidad es una enfermedad dificil de tratar. La reduccién de
la ingestion de energia y el aumento de la actividad fisica constituyen la forma
mas efectiva para reducir la grasa corporal y controlar el peso. Sin embargo,
estas dos opciones son con frecuencia dificiles de llevar a cabo debido al
ambiente que rodea al obeso caracterizado por vida sedentaria y dietas ricas
en grasas y carbohidratos (Kolotkin, 2001; Mullis et al., 2004).

Cabe resaltar que la pérdida de peso sostenida entre el 5y 10 % de
peso corporal en obesos se asocia con una disminucién sustancial en el tejido
adiposo visceral, con una mejora simultdnea en todos los marcadores
metabdlicos de riesgo de enfermedad coronaria y disminucion del riesgo de
eventos coronarios agudos (Halford, 2005).

Debido a esto, y a la falla de los tratamientos actuales, surge la
necesidad de desarrollar nuevos farmacos en el mercado que ayuden a
combatir el problema de la obesidad, ya que es una enfermedad que va en

aumento tanto en paises desarrollados como no desarrollados.
2.2 Farmacos para combatir la obesidad

Las estrategias terapéuticas clasicas para el tratamiento de la
obesidad, como son la dieta, la modificacion del estilo de vida y la actividad
fisica, son Uutiles para el mantenimiento de la perdida de peso. Pero el
tratamiento farmacol6gico produce una pérdida de peso mas rapida. En 1995,
la Asociacién Norteamericana para el estudio de la obesidad (NAASO)
establecié que la terapia farmacolédgica puede considerarse una parte integral
de los programas de tratamiento junto con la dieta hipocalérica y el ejercicio
fisico en individuos obesos con un IMC = 30 kg/m? en los que la dieta, el
ejercicio y los cambios conductuales hayan fallado; o en aquellos individuos
con un IMC 2 27 kg/m? si se asocian factores importantes de morbilidad como

diabetes, hipertension, dislipidemia, etc (Godinez, 2002).



Sin embargo, menos del 25 % de los pacientes potenciales son
formalmente diagnosticados como obesos, y menos del 20 % de aquellos que
son diagnosticados son tratados con terapias farmacol6gicas (Farrigan y Pang,
2002), debido en gran medida a que existen pocos medicamentos en el
mercado para tratar la obesidad.

Hay dos categorias de farmacos que se emplean para promover la
pérdida de peso: los que inhiben el apetito y los que disminuyen la absorcion
de nutrimentos. Actualmente sélo existen dos farmacos aprobados por la FDA
(Cuadro 2.1) para pérdida de peso y son el Orlistat y la Sibutramina (Godinez,
2002; Halford, 2005). El Orlistat es el farmaco més comercial sin embargo
presenta efectos adversos de naturaleza gastrointestinal como pérdidas
involuntarias via anal de grasa, diarrea y nauseas (Godinez, 2002).

2.3 Caracteristicas de la e-PL

La e-PL [(S)-poli(imino(2-amino-1-oxo-1,6-hexanedil))] es un
homopolimero de la L-lisina (amino&cido esencial) con un peso molecular
aproximado de 4700 Da. Difiere de las proteinas usuales en que el enlace
amida no esta entre el amino alfa y el carboxilo, tipico de enlace peptidico; sino
que esté entre el amino epsilon y el grupo carboxilo.

La e-PL se produce industrialmente por Streptomyces albulus mediante
fermentacion aerdbica. Esta bacteria es del orden Actinomicetalos, pertenece a
la familia Streptomicetaceos el cual es clasificado como un microorganismo no
patégeno. El Unico uso comercial de esta bacteria es la produccién de e-PL
(Yoshida y Nagasawa, 2003).

La e-PL es una molécula catidnica que posee grupos metileno
hidrofébicos y grupos amino y carboxilo hidrofilicos orientados hacia afuera de
la molécula en soluciones polares.

Debido a su condicién catidnica, la e-PL es un inhibidor de la lipasa
pancreatica.



Cuadro 2.1. Medicamentos aprobados por la Food and Drug Administration

(FDA) para tratamientos de la obesidad

Nombre genérico Nombre comercial
Clorhidrato de Benzfetaminas Didrex
Tartrato de fendimetrazina Bontril, Plegine, Prelu-2, X-Trozine
Fentermina lonamin, Adipex-P, Fastin, Oby-trim
Clorhidrato de dietil propion Tenuate, Tenuate Dospan
Mazindol Sanorex, Mazanor
Clorhidrato de sibutramina* Meridia, Ectivia, Raductil
Orlistat* Xenical

* Aprobados para tratamiento a largo plazo de la obesidad por la FDA
entre los anos 1996 y 1999; los demas medicamentos fueron aprobados
alrededor de 1974, pero no tienen sustento cientifico de estudios a largo plazo.



Su mecanismo de accion no es a través de una inhibicién competitiva
(como el caso del Orlistat), ya que no inhibe propiamente a la enzima, sino que
interrumpe la formacién de la emulsion de las sales biliares con la grasa de la
dieta (estudios in vitro).

Al no formarse la emulsién, la lipasa pancreatica no puede actuar sobre
su sustrato (triglicéridos), debido a que la enzima es hidrofilica y los triglicéridos
lipofilicos, y que la enzima se activa solamente cuando se encuentra en una
interfase aceite/agua. EI mecanismo de la catélisis no estd aun totalmente
esclarecido, sin embargo, en forma general o que ocurre en primer lugar es la
penetracion irreversible de la lipasa en la interfase. En ese momento la lipasa
puede sufrir desnaturalizacion irreversible o simplemente un cambio
conformacional necesario para que pueda unirse al sustrato para producir un
complejo activado y derivar en el producto. La lipasa tiene acceso al sustrato
(lipido) sdblo en la superficie de la gota de lipido formada; por lo tanto, el area
superficial del lipido puede incrementarse por medio de la emulsificacion. Los
agentes emulsificantes in vivo son los fosfolipidos y los acidos biliares, cuyo
principal componente es la fosfatidilcolina (Lobo y Wilton, 1997; Peters et al.,
1997; Farrigan y Pang, 2002; Yoshida y Nagasawa, 2003). La e-PL rompe esta

emulsion por desestabilizacién de cargas.

2.4 Farmacologia de la e-PL

Estudios in vitro han demostrado que la e-PL es un inhibidor no
especifico de la lipasa pancreédtica. Mientras que en experimentos in vivo en
ratas Sprague-Dawley, la e-PL suprime la absorcion de grasa de la dieta en el
intestino delgado por inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica (Tsujita
et al., 2003) Ademas, la e-PL disminuye los triglicéridos y el colesterol total en
plasma. (Duarte-Vazquez et al, datos no publicados).

La farmacodinamica, farmacocinética (Cuadro 2.2) y los estudios de
metabolismo han mostrado que la e-PL y sus metabolitos formados en el tracto

gastrointestinal son absorbidos minimamente en la circulacion sistémica.



2.4.1 Absorcion

Administrada oralmente, sélo el 6 % de la e-PL se absorbe en el
organismo, mientras que el otro 94 % no se absorbe y se excreta directamente
en heces dentro de las primeras 48 h. La radiografia de cuerpo completo
demuestra que la e-PL y sus metabolitos permanecen principalmente en el
estbmago y en el tracto intestinal y no se concentran en algun tejido u érgano
(Hiraki et al., 2003). Ademas, estudios realizados en animales, han puesto de

manifiesto que el grado de absorcién de la e-PL es minimo.

2.4.2 Eliminacién

Los estudios llevados a cabo en animales han demostrado que la
principal via de eliminacion de la e-PL es la excrecidn fecal. Aproximadamente
94 % de la dosis administrada se excreta con las heces. El 6 % restante se
excreta por dos rutas: 3.4 % se libera como CO, en aire expirado y 2.1 % se
elimina por orina.

La seguridad de e-PL fue confirmada por experimentos en ratas (Neda
etal., 1999). La e-PL no caus6 dano en funciones inmunolégicas, neuroldgicas
y de reproduccion, y tampoco en el desarrollo del embrién y del feto en dos

generaciones.

2.5 Toxicologia

En Estados Unidos de América la e-PL se ha aprobado como aditivo en
los alimentos por la FDA (Food and Drug Administration) y cuenta con el titulo
GRAS # 135 (generalmente reconocida como segura) por ser una molécula
inocua. Diversos estudios crénicos y subcrénicos en ratas se han realizado
para evaluar la toxicidad empleando concentraciones de hasta 20 000 y 50 000
ppm. Aln a estas concentraciones ningun estudio mostrd algun efecto adverso
toxicol6égicamente significativo sobre la e-PL (Fukutome et al., 1995).



La inocuidad de la e-PL se ha determinado mediante una serie de
investigaciones referentes a su absorcidn, metabolismo, distribucion y
excrecion. A este respecto, varias explicaciones posibles existen, como son la
digestion completa a aminoacidos en el tracto gastrointestinal, o la absorcién
insignificante en el sistema circulatorio, o una combinacién de digestion parcial
y absorcion de e-PL y sus metabolitos.

Hiraki y colaboradores (2003) realizaron experimentos de toxicidad
aguda, encontrando que la administracion oral de 1.25 y 2.5 g/kg de e-PL por
kg de peso corporal a ratas Sprague-Dawley durante 14 dias, no mostrd signos
de toxicidad. Cuando la dosis aumenté a 5 g/kg se observé una depresidn
minima en la actividad espontanea 5 minutos después de administrar la dosis,
pero los animales regresaron a su actividad normal dentro de las 3-6 h
subsiguientes. No se observaron anormalidades de érganos ni el crecimiento
anormal de las ratas a ninguna de las dosis empleadas. Asimismo, se
realizaron experimentos de mutagenicidad en los cuales se demostr6 que la e-
PL no es mutagénica. Dado lo anterior, hay evidencia que demuestra que la e-
PL es practicamente no téxica por exposicion oral hasta dosis de 5 g/kg.

No hay reportes de eventos adversos en la literatura asociados con el
uso de e-PL. EI NOAEL (nivel sin efecto adverso observado) de e-PL a partir de
un estudio crénico en ratas macho es 1060 mg/kg.

La seguridad de la e-PL se confirm6 por experimentos en ratas (Neda
et al., 1999). La e-PL no causé dano en funciones inmunolégicas,neurolédgicas
y de reproduccion, y tampoco en el desarrollo del embrién y del feto en dos

generaciones.

2.6 Eficacia de la e-PL

Existen estudios donde se ha evaluado la accion de otras moléculas
que influyan en la reaccion de las lipasas como son la protamina, el orlistat,
algunas saponinas (Han, 2001) & combinaciones entre carbohidratos tales
como quitin-quitosan (Neda et al., 1999). Tsujita y colaboradores (2006)

realizaron otro experimento con ratones obesos y los resultados mostraron la



efectividad de la e-PL como un agente antiobesidad, ya que se observd una
disminucién de los niveles de triglicéridos y colesterol plasmaticos, el tejido
adiposo corporal hepatico, retroperitoneal y epididimal; asi como en la cantidad
de lipidos fecales.

Cuadro 2.2. Parametros farmacocinéticas de la e-polilisina

Parametro Sangre Plasma

tmax () 7.3+1.2 8.0+ 0.0
Crnax (Mg eq/mL) 3.158 + 0.889 5.134 £ 1.1240
ti/2 (72-168 h) 20+6 3.9+ 0.4
AUC (0-168 h) 339 + 79 330 + 78

(Mg eq h/mL) (0-%) 1470 + 270 453 + 87

El tnax en sangre fue de 7.3 h y en plasma de 8.0 h lo que sugiere una
absorcidn lenta. Las concentraciones Cmax para sangre y plasma fueron 3.158 y
5.134 ug eq e-polilisina/mL respectivamente, lo cual ocurrié a las 6-8 h después
de administrada la dosis. La vida media para la eliminacion de sangre y plasma
al término de un periodo de 72-168 h se prolongd a 20 y 3.9 dias,

respectivamente, lo cual refleja la incorporacion de L-lisina a proteina.
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3. JUSTIFICACION

La obesidad es una de las enfermedades que inciden con mayor
impacto sobre la salud publica. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud
2006 (ENSANUT 2006), el 70 % de la poblacion mexicana mayor de 20 afos
presenta sobrepeso u obesidad. Las terapias farmacolégicas actuales
muestran una eficacia del 5 al 10 %, ademas los sujetos tratados con estas
terapias presentan efectos adversos indeseados, como taquicardias con la
Sibutramina y perdidas involuntarias de grasa con el Orlistat. En el presente
trabajo se evaluard la tolerabilidad de la e-PL a dosis farmacoldgicas como un
posible tratamiento de la obesidad. Para de esta manera combatir éste grave
problema de salud, con mayor eficacia y menos problemas de eventos

adversos.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar la tolerabilidad de la e-PL en sujetos sanos

4.2 Particulares

e Determinar la tolerabilidad de Ila e-PL en dosis farmacologicas
administradas oralmente.

e |dentificar eventos adversos de la e-PL después de administrarla como

tratamiento farmacolégico.

e Establecer un rango de dosis seguro de la e-PL como tratamiento
farmacologico.
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5. METODOLOGIA

5.1 Diseio del estudio
Se llevo a cabo un ensayo clinico controlado Fase I, ciego simple, con

asignacion aleatoria, en cinco grupos paralelos de sujetos sanos.

5.2 Poblacion del estudio
El universo de trabajo se defini6 como la poblacién de personas Mexicanas,
con una edad entre 18 y 40 anos, de ambos géneros, sanos, con un IMC 20-25
kg/m?.

5.3 Tamafio de la muestra
El tamafno de muestra fue de 20 individuos que cumplieron con los criterios de
seleccidn, este numero se eligié debido a que en los estudios clinicos fase | se
recomiendan muestras de 8-100 sujetos (Bake et al.,, 1994), ademas la e-PL es
una molécula reconocida por la FDA como segura puesto que ésta cuenta con
el titulo GRAS (Sustancia Generalmente Reconocida como Segura) # 135; asi
la muestra no fue seleccionada de manera estadistica sino de acuerdo a la fase

del estudio y la seguridad conocida de la e-PL.

5.4 Tratamientos experimentales

# Capsulas por

Dosis e-PL Caddigo de tratamiento -
Placebo “Maltodextrina” RVT 1
45 NZG 1
150 KWQ 1
300 CBU 2
450 YLJ 3

* Las cépsulas fueron de gelatina blanda # 1

13



5.4.1 Asignacion de los tratamientos
A cada uno de los sujetos participantes se les asigné mediante una tabla de
nameros aleatorios el tipo de tratamiento y se formaron cinco grupos
aleatorizados de 4 sujetos cada uno. El sujeto tomé el tratamiento asignado
tres veces al dia después del desayuno, la comida y la cena. El tratamiento
asignado a cada sujeto se administr6 en un lapso de 12 semanas o se
interrumpio si se observaron eventos adversos intolerables; ademas se les dio

un seguimiento 15 dias después de la finalizacién del tratamiento.

Las caracteristicas adicionales con respecto al tratamiento, para cada uno de
los grupos de trabajo fueron: a) no fue posible el intercambio de los
participantes a un grupo diferente al que de forma inicial fue asignado; b) la
asignacion a uno u otro grupo fue por azar simple y; c¢) la pertenencia a uno u
otro grupo fue cegada a los participantes.

5.5 Criterios de Inclusion

5.5.1 Sujetos mexicanos con edad de 18 a 40 anos.

5.5.2 Firma del sujeto de la carta consentimiento bajo informacion por
escrito (Apéndice 1).

5.5.3 Sujetos con IMC 20-25 kg/m?

5.5.4 Exploracion fisica normal.

5.5.5 El sujeto permanecié en su residencia actual el tiempo que durd
el estudio.

5.5.6 Analisis (hematologia, bioquimica y orina) sin anormalidad
significativa.

5.5.7 Electrocardiograma sin anormalidad significativa.

5.6 Criterios de Exclusion
5.6.1 Antecedentes de enfermedad (colitis, gastritis, Ulceras
previamente diagnosticadas, anorexia, bulimia, en resumen
todas aquellas enfermedades que afecten la via gastrointestinal
y/o el apetito).
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5.6.2 Antecedentes de alergias a medicamentos.

5.6.3 Antecedentes de reacciones adversas a farmacos similares a la
e-PL.

5.6.4 Fumar durante el periodo del estudio.

5.6.5 Antecedentes de abuso de drogas, sustancias, incluido el
alcohol, dentro de los 3 meses anteriores al inicio del estudio

5.6.6 Participacion en otro ensayo clinico en los tres meses previos.

5.6.7 Dificultad para colaborar en el estudio clinico.

5.6.8 Personas con recientes cambios en peso.

5.6.9 Mujeres en estado de embarazo o lactancia

5.6.10 Imposibilidad de garantizar el no embarazarse durante la
duracion del estudio

5.6.11 Mujeres pre-menopausicas 0 menopausicas

5.6.12 Personas que hayan recibido tratamiento farmacolégico para
obesidad en los 6 meses previos.

5.6.13 Consumo de medicamentos concomitantes durante el estudio

que pudieran causar alguna interaccién con la e-PL.

5.7 Evaluacion de la seguridad del nuevo farmaco
Se realizaron los estudios correspondientes siguiendo los lineamientos
internacionales para la realizacion de estudios clinicos (Code of Federal
Regulations and ICH Guidelines, U:S federal register, 2002) y los lineamientos
de la Secretaria de Salud en México.

En este estudio se evalud la tolerabilidad y la seguridad de la e-PL (fase I). Se
contemplé estudiar cuatro dosis de e-PL. Las dosis propuestas fueron
determinadas mediante los estudios in vitro y las evaluaciones in vivo en los
animales de experimentacion.

5.8 Procedimientos

Se realiz6 un manual de procedimientos donde se registré detalladamente la

logistica del estudio de acuerdo a las visitas que se mencionan a continuacion:
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Visita

Pre y Escrutinio

Asignacion al azar (Semana 0)
Seguimiento (Semana 1)
Seguimiento (Semana 2)
Seguimiento (Semana 3)
Seguimiento (Semana 4)
Seguimiento (Semana 8)
Cierre o Final (Semana 12)

Post-tratamiento (Semana 14)

Este documento junto con los formatos de recoleccibn de datos, la
documentacién regulatoria, etc., se guardo en la Carpeta Regulatoria del

estudio la cual contiene la informacion indicada en el Apéndice 3.

Durante el periodo de escrutinio, los voluntarios se sometieron a una
evaluacion médica que incluy6: historia clinica, examen fisico, pruebas
sanguineas y electrocardiograma. El personal que realiz6 estos procedimientos
fueron: un Médico General y un Gastroenterdlogo para la parte médica y, un
Quimico Farmacéutico Bidlogo para la toma de muestras sanguineas y analisis

bioquimico de las mismas.

Los sujetos que se eligieron se asignaron aleatoriamente a alguno de los cinco

grupos experimentales mencionados en el punto 5.4.
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5.8.1 Procedimientos clinicos
5.8.1.1 Procedimientos de laboratorio
En las etapas de escrutinio y finalizacién del tratamiento se les realizé a los
sujetos un electrocardiograma y se les tomd por la mafana una muestra de
sangre venosa en ayuno de 12 horas para realizar las pruebas siguientes:
albumina, creatinina, bioquimica del higado Aspartato Amino Transferasa
(AST) vy Alantato Amino Tansferasa (ALT), triglicéridos, colesterol total, HDL,
LDL, glucosa y biometria hematica completa. Ademas los analisis de glucosa,

triglicéridos, colesterol y HDL también se realizaron en las semanas 4 y 8.

Al inicio del estudio, mensualmente y al final de mismo, se les realizaron
pruebas rapidas en orina para la determinacién de Hormona Gonadotrponia
Coriénica (HGC); ademas se les pidi6 a todos los participantes otra muestra de

orina para realizarles un analisis general de orina.

58.1.1.1 Muestras sanguineas
Las muestras sanguineas se colectaron en tubos con EDTA o gel inerte
Vacutainer® y centrifugadas a 3500 g por 15 min a 4 °C en una centrifuga

refrigerada marca Eppendor para obtener el plasma o suero correspondiente.

5.8.1.1.2 Analisis bioquimicos

Se utilizaron Kits (Sera Pack Plus, marca Bayer) para determinar la
concentracién de triglicéridos, colesterol total, HDL-c, LDL-c, AST, ALT,
creatinina y albumina en suero, y se analizaron en un equipo RA-50 marca
Bayer. La biometria hematica se determind en un Analizador quimico Cell-Dyn
1400. El analisis general de orina se llevo a cabo mediante tiras reactivas
Multistix 108G (marca Bayer) y la deteccion de la hormona gonadotropina
corionica (HGC) se realiz6 utilizando tiras BIO-PREG (marca Mexlab).
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5.8.1.2 Evaluaciones nutricionales y médicas
Las evaluaciones nutricionales que el Nutridlogo realiz6 en cada visita
incluyeron peso, talla y andlisis de dieta mediante el recordatorio de 24 h los

cuales se analizaron en el programa NUTRIKAL V®.

Los sujetos una vez aleatorizados y sin importar a que grupo pertenecian, se
presentaron en el consultorio a la semana 0, 1, 2, 3, 4, 8, 12 y 14 en donde el
médico realizd los siguientes procedimientos: recoleccion de los datos de
eventos adversos (mediante la entrevista medica y con la ayuda de un diario
donde el sujeto registrd los eventos adversos que presentd), mediciones de las
constantes vitales: presion arterial diastélica y sistélica, frecuencia respiratoria y

frecuencia cardiaca.

Ademas el coordinador del estudio se comunico via telefénica con los sujetos
participantes cada tercer dia durante los primeros 15 dias de tratamiento, para

preguntarles su estado de salud y apego al tratamiento.

5.8.2 Procedimientos de medidas antropométricas
5.8.2.1 indice de Masa Corporal
El IMC es el criterio diagnéstico que se obtiene dividiendo el peso en
kilogramos entre la talla en metros elevada al cuadrado (peso en kg/talla en
m?); de los datos arrojados por este criterio se determina el grado de sobrepeso
u obesidad de un sujeto.

5.8.2.2 Peso
La bascula debia estar calibrada y encontrarse en una superficie plana,
horizontal y firme. El sujeto debié acudir a la medicién con un minimo de ropa
después de haber evacuado la vejiga y se evitd pesarlos después de una
comida principal (preferentemente en ayuno).
El sujeto se coloco al centro de la plataforma de la bascula, Antes de tomar la
lectura, se revisd que el participante se encontrara en posicién erguida y en

plano de Frankfort (plano imaginario que pasa por el suelo de la 6rbita y el
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margen superior del orificio auditivo externo). Los brazos debieron colgar
libremente a los lados del cuerpo y se evit6 realizar movimientos. Los talones
de los pies debieron estar juntos con las puntas de los pies ligeramente

abiertas. Se procedié a tomar la lectura.

5.8.2.3 Talla
La medicion se realizé por medio de un estadimetro. El sujeto estuvo de pie,
sin zapatos, sin morios y/o adornos en la cabeza que afectaron la medicién. El
sujeto estuvo en posicién de firmes, los talones estuvieron unidos formando
entre si un angulo de 45 °. Los brazos colgaron libre y naturalmente a lo largo
del cuerpo y la cabeza se mantuvo de manera que el plano de Frankfort se
conservara horizontal. Se le pidi6 al sujeto que realizara una inspiracion
profunda para obtener la extension maxima de la columna. Los ojos del
nutridlogo que midié estuvieron por lo menos a la misma altura del sitio donde

el estadimetro hizo contacto con la cabeza. Se tomd lectura.

5.9 Eventos Adversos
Los eventos adversos fueron atendidos por el médico gastroenterélogo
encargado del estudio. Estos fueron clasificados de acuerdo a la guia de
farmacovigilancia para el reporte de los eventos adversos en investigacion
clinica (2005).

5.10 Aseguramiento de calidad de los datos
Los datos fueron vaciados por 2 personas diferentes, para asegurar la calidad
de los datos se establecieron lineamientos a seguir para el llenado de los

mismos, los cuales se describen en el manual de procedimientos.
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5.11 Analisis Estadistico

La proporcion de eventos adversos en cada uno de los tratamientos se
consideré como un 100 % el total de eventos presentados por tratamiento en
las 12 semanas y asi poder conocer que evento adverso se presentd en mayor
proporcion en cada uno de los tratamientos.

Se determind la correlacion entre el tiempo y la aparicién de eventos
adversos (estos ultimos clasificados por trastorno) de los tratamientos
comparados con el placebo y se realizé6 una ANOVA (Prueba de Tuckey HSD
con una P< 0.05).

En el andlisis del método de Kaplan-Meier se utiliz6 un paquete
estadistico SPSS version 9 y se determind si existia relacion entre el tiempo del
tratamiento de estudio y la ocurrencia de eventos adversos. El método de
Kaplan Meier es un analisis de supervivencia que nos permiti6 conocer la
tolerabilidad de los participantes al tomar e-PL a dosis farmacolégicas.

Por ultimo, para identificar cambios significativos en las variables del
perfil de bioseguridad al inicio y al final del estudio se utilizé un analisis de
ANOVA (Prueba de Tuckey HSD con una P< 0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Las estrategias terapéuticas clasicas del tratamiento de la obesidad,
como son la dieta y la actividad fisica son utiles para la pérdida de peso
corporal. A pesar de esto, el tratamiento farmacoldgico produce una pérdida
mas rapida (Mullis et al., 2004), especialmente en aquellos sujetos en que la
dieta y el ejercicio no son efectivos. Hay dos categorias de farmacos aprobadas
por la FDA para el tratamiento de la obesidad la Sibutramina y el Orlistat; sin
embargo los eventos adversos que éstos presentan son graves e incomodos
para el sujeto que los toma. Estos efectos, van desde taquicardias en el caso
de la Sibutramina hasta perdidas involuntarias de grasa, como es el caso del
Orlistat (Cheah y Kam, 2005; Mullis et al., 2004), este ultimo tiene un efecto

inhibidor de la lipasa pancreatica al igual que la e-PL.

En la Tabla 1 se muestra la proporcibn de eventos adversos
presentados por los sujetos en cada uno de los tratamientos durante las 12
semanas de evaluacién. Se diagnosticaron 23 tipos diferentes de eventos entre
los que se encontraron dolores de cabeza, boca reseca, etc. Los principales
eventos presentados fueron de naturaleza gastrointestinal incluso en el grupo
placebo, siendo inflamacién estomacal el evento adverso mas comun; heces
blandas se presentaron en un 22 y 28 % para las dosis de e-PL de 150 y 300
mg, respectivamente y nduseas en un 24 % para la dosis mas alta (450 mg e-
PL). Las heces blandas fue el evento mas esperado debido a la naturaleza de
accion de la e-PL; ademas la ingestion de grasa entre los sujetos de estudio no
tuvo diferencias estadisticamente significativas ya que se encontraron en
porcentajes promedio de 31.5+8, 31.7x7, 345+3, 31.6 +4 y29.1 £7 para
las dosis de 0, 45, 150, 300 y 450 mg de e-PL, respectivamente.

Debido a que se presentaron 23 diferentes tipos de eventos adversos,
se realizd una clasificacibn de éstos para posteriormente comparar las
diferentes dosis de e-PL con el placebo mediante una ANOVA (Prueba de

Tuckey), de acuerdo a los resultados se observa que no hubo diferencias
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estadisticamente significativas en la presencia de trastornos de las diferentes

dosis de e-PL al compararlas con el placebo (Tabla 2).

De acuerdo a los criterios del sistema Nacional de Farmacovigilancia
los eventos adversos que se presentaron en el estudio se clasificaron como
“Leves”. Estos resultados pueden deberse a que las dosis administradas se
encontraban por debajo del NOAEL (nivel sin efecto adverso observado) cuyo
valor en ratas macho Sprague Dawley es de 1060 mg/kg (Hiraki et al., 2003). Si
se supone que para una persona de 70 kg, la maxima dosis de e-PL que se le
podria administrar sin esperar observar eventos adversos es de 74.2 g las
dosis utilizadas en este estudio se encuentran en un rango menor; esto debido

a los resultados que obtuvimos en la experimentacion preclinica.

En cada una de las pruebas estadisticas realizadas de Log Rank,
Breslow y Tarone-Ware, los resultados obtenidos del andlisis de supervivencia
de Kaplan Meier demostraron que no existe diferencia significativa en la
aparicion de eventos adversos con respecto al tiempo y a cada tratamiento; en
la Tabla 3, se muestran las significancias derivadas de estos analisis y cuyos
valores son mayores de 0.05. Por lo tanto, la falta de relacién alguna entre la
aparicion de estos eventos a lo largo del tiempo con respecto a cada
tratamiento sugiere que la e-PL es tolerable a las dosis de 45, 150, 300 y 450
mg. Por otro lado, se sabe que un gran numero de farmacos causan eventos
adversos hasta después de un largo periodo de administracion, efecto tal solo
se detecta en los estudios clinicos de eficacia. Un ejemplo de estos farmacos,
es el Orlistat, Rivera et al., 2007 continuaron monitoreando la seguridad de éste

farmaco en un estudio fase Il.
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Tabla 1. Proporcion (%) de eventos adversos presentados por los sujetos de

acuerdo al tratamiento durante las 12 semanas de evaluacion.

% de eventos adversos con los diferentes tratamientos
Placebo 45 mg 150 mg 300 mg 450 mg
e-PL e-PL e-PL e-PL

Estre 0 5 22 0 12
Naus 0 10 0 10 24
Dolor E. 0 10 0 0 0
Dia 0 5 0 10 0
PdA 0 10 0 7 0
SdH 9 0 0 7
HB 14 0 22 28 12
IED 5 20 22 7 12
DdC 18 10 0 6
SdA 9 0 0 0 0
Agru 5 10 0 0 0
SRGC 9 0 0 0 18
Gas 0 0 22 7 12
SSP 0 5 11 7 0
Temp 0 0 0 3 0
DdCu 0 0 0 3 0
MCE 14 10 0 3 0
Mar 9 0 0 0 0
AG 0 0 0 3 0
uiB 5 0 0 0 0
Erup 5 0 0 0 0
BR 0 0 0 3 0
Vom 0 5 0 0 6

Estre-estrefiimiento, Naus-nausea, Dolor E.-dolor estomacal, Dia-diarrea, PdA-pérdida
del apetito, SdH-sensacion de hambre, HB-heces blandas, [ED-inflamacién
estomacal/dolor, DdC-dolor de cabeza, SdA-sensacién de atragantamiento, Agru-
agruras, SRGC- Sensacion de retorcijones o gorgoritos/ Célicos, Gas-gases, SSP-
sensacion de pesadez, Temp-temperatura, DdCu-dolor de cuerpo, MCE-mayor
cantidad de evacuaciones, Mar-mareos, AG-ardor de garganta, UIB- urgencia de ir al
Barfio, Erup-eructos, BR- boca reseca, Vom-vémitos
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Tabla 2. Promedio de eventos de acuerdo con el tipo de trastorno,

presentados por los sujetos en cada tratamiento.

Promedio de Eventos
TG' TE? TGS® sG*
Placebo’ 2.50 + 2.1 250+26 0.50 +0.8 1.83+1.2
45 mg e-PL 1.25+15 0.75+0.9 0.00 £ 0.0 0.00+0.0
150 mge-PL | 3.00+2.2 1.00+£0.8 0.00 £ 0.0 0.25+0.5
300 mge-PL | 3.00+2.5 275122 0.50+0.6 0.50+1.0
450 mge-PL | 0.67+0.6 0.67x1.2 0.67+1.2 0.33+0.6

% Placebo: maltodextrina
! Trastornos gastrointestinales: nauseas, vomitos, dolor abdominal, perdida
del apetito, sensacion del hambre, inflamacion abdominal, célicos, gases,
sensacion de saciedad o pesadez estomacal, eructos.

2 Trastornos de evacuaciones: heces blandas, diarrea, urgencia para evacuar,
mayor cantidad de evacuaciones a lo normal, estrefiimiento.

3

Trastorno de sensaciéon de

tracto digestivo superior: boca seca,
atragantamiento, agruras, ardor de la garganta.

* Sintomas generales: cefalea, hipertermia, dolor de cuerpo, mareos.

No hubo diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) al comparar las
diferentes dosis de e-PL con el placebo.
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Tabla 3. Analisis de supervivencia (presencia de eventos adversos) de Kaplan

Meier con respecto al tiempo para cada uno de los tratamientos.

Prueba estadistica / Significancias

Log Rank  Breslow Tarone-Ware

Placebo 0.7327 0.5517 0.6265
45 mg e-PL 0.1672 0.1745 0.1702
150 mge-PL  0.1011 0.1182 0.1087
300 mge-PL  0.1434 0.2446 0.1934
450 mge-PL  0.8370 0.8430 0.8460

En la tabla se presentan las significancias estadisticas para las pruebas de
Long RanK, Breslow y Tarone-Ware propias del método de Kaplan Meier
donde se analiza la presencia de eventos adversos con respecto al tiempo
para cada tratamiento. Debido a que los valores derivados de estas pruebas
son mayores a 0.05 (P>0.05), se comprueba que no existe diferencia
estadisticamente significativa en la aparicion de eventos adversos es decir
que tuvo la misma tolerabilidad en humanos el placebo (maltodextrina) que

las dosis de e-PL.
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Por otra parte, la bioseguridad de la e-PL medida a través de los
diferentes parametros plasmaticos del paciente no presentaron modificaciones
a lo largo del estudio, ya que no hubo diferencias estadisticamente
significativas en los valores basales y finales en los indicadores de funcién
hepética (AST y ALT), renal (Creatinina) o metabdlicos (Glucosa), (Tabla 4)
por lo que se también comprueba la “Seguridad” de la e-PL en humanos al ser
utilizada en dosis farmacolégicas. Otras variables estudiadas que garantizan la
bioseguridad del paciente fueron los andlisis de biometria hematica completa y
examen general de orina, estas variables tampoco se vieron alteradas en el

tiempo de estudio (datos no mostrados).

Estos resultados pueden atribuirse a que la e-PL tiene su accién en el
intestino y solo se absorbe el 6 % de esta molécula (Hiraki et al., 2003), el cual
es degradado por la acciébn de las proteasas para liberar L-lisina y
metabolizarse como un amino&cido. La e-PL es un fuerte candidato como
farmaco para la pérdida de peso por dos causas principales, primero porque en
estudios realizados por el grupo de trabajo se observé una disminucion en la
cantidad de tejido adiposo de ratas macho Sprague Dawley que disminuye la
cantidad de tejido adiposo después de 39 dias de tratamiento con dosis de 50,
150 y 350 mg/kg de e-PL las cuales ejercieron una disminucién en la ganancia
de peso corporal de 45, 43 y 50 % respectivamente, respecto al control.
Ademas para el caso de acumulacion de grasa abdominal, esta fue 53 %
menor a la dosis de 350 mg/kg, con respecto al control y segundo, el origen
proteico de la e-PL favorece tanto la perdida de peso en sujetos obesos como
disminuye la pérdida de nitrégeno ureico (Bistrian et al., 1977). Esto también se
ha demostrado en aminoacidos, tal es el caso de la leucina en donde se
observo una disminucion en el incremento de tejido adiposo y un aumento de la
masa magra ademas de mantener un control glicémico en sujetos obesos
(Layman y Walter, 2006).
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Tabla 4. Evaluacion del perfil de bioseguridad

Tratamiento |Tiempo HB ALB

Basal 16+2.3 86+3.0 1927 16+6.9 4.80x03 1.17+£0.2
Placebo

Final 15+0.7 81+t4.7 19+28 17+2.7 4.78+0.4 0.95%0.2

Basal 15+04 82+15.7 18+2.7 13+£3.2 5.07x0.1 0.93+0.1
45 mg e-PL

Final 16+1.0 79+£3.7 14+6.1 14+£25 493x0.1 0.98+0.1

Basal 15+3.6 94+151 17+6.6 20+10.0 5.63+0.5 1.11x0.2
150 mg e-PL

Final 15+21 80+7.8 20+5.7 34+£23.3505x0.1 1.05+£04

Basal 15+1.3 8685 19+36 15+1.7 517x0.3 1.07+£01
300 mg e-PL

Finalh 14+04 81+25 17+25 24+12 4.77+0.2 1.00+£0.0

Basal 15+1.0 82+7.2 26+7.0 23+11.0 5.03x0.4 0.90+0.0
450 mg e-PL

Finah 15+0.3 86+7.8 19+21 22+17.7 5.10+0.3 0.95%x0.2

HB: Hemoglobina, GLU: Glucosa, AST: Aspartato Amino Transferasa, ALT:
Alantato Amino Transferasa, ALB: Aloumina y CREA: Creatinina.

No existen diferencias significativas entre los valores iniciales y finales para

cada variable entre los tratamientos (P<0.05, analisis de ANOVA)
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7. CONCLUSION

La e-PL es tolerable a las dosis analizadas en el tiempo de 12 semanas
en sujetos sanos no obesos. Aunado a esto se encuentra el hecho de que no
hubo diferencias estadisticamente significativas con respecto al tiempo en el
perfil de bioseguridad (Hemoglobina, Glucosa, ASL, ALT, Albumina y
Creatinina) y por lo tanto se tiene la suficiente informacién cientifica para iniciar

el estudio de eficacia en sujetos obesos (Fase II).
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9. APENDICES

Apéndice 9.1 Carta de Consentimiento Bajo informacién por escrito

CARTA DE CONSENTMIENTO BAJM INFORMACKIN POR ESCRITO
Universidad Autoroma de Guendam: Faoulad de Clendcias Mahmales: Maestiia en Mubrickon Humana

b usted e le hainvitado a padicipar en el proyecto titulade ~  Svakaciir o B fokerahiobo oe B
& Follsn, como posible fBrmace para of irsfamicrto oe B obesBad ™ |, antes de aceptar es
importante que ertienda claramente de qué se trata el estudio, ésta fomna de consentimiento bajo
irfomnacion puede contenerpalabraz o témiinos que usted no camprenda, por favorpida ala persona
que la esta entreviztando que le explique cualquier duda. Esté seguro en su decizidn sobre padicipar
en el estudio v no firme esta fomna de consentimiento bajo infornacidn hasta que todas sus dudas le

zean aclaradas yse encuentre convencido de querer participar en el estudia.

FROPOSITO Y DESCRIPCION DEL ESTUDNO:

La obesidad ez el exceso de graza acurnulada en el cuerpo que por lo general, se we acompafada

porun incremento de pezo.

El exceso de grasa en el arganizmo, principalmentz en el irea del abdormen tiene conzecuencias
importantes en la salud pues las perzonas son mdas susceplibles a presentar enfermedades como
diabetes, hipedipidemia [nivel alto de diferentes tipos de grazas en sangre] e hiperenszion arbedal
[preszidn zanguinea alta] entre otras cozas.

Laz estrateqgias que se utilizan para el tratamiento de la obesidad incluyen dietas bajaz en calorias,
rodificacidn en el estilo de wvida porunincremento en la acividad fizsica y tratamientos famnacoldgicos
los cuales ayudan a que la pérdida de pezosea en el menor iermpo posible.

Este estudio clinico, en el cual se le hainvitado a padicipar. se encuentra en la Fase |, lo cual indica
que es uno de los primeros estudios que se realizan en seres humanos después de una serie de
enzayos en labaratorio v en animalez. La finalidad es probar diferentes dosiz de tratamiento para
evaluar aquella que sea mas wlerable para el arganismo, definir e identificar la naturaleza de las
reacciones que se pudieran presentar, asi como demostrar la seguridad del compuesto para
establecerlas dosiz para futuros estudios w aplicaciones.

El estudio e efectuard en 20 sujetos sanos mujeres v hombres que tengan entre 18 v 40 afios de
edad alinicio del proyects w que preserten un indice de masza coporal entre 2025 kg, [El indice
de rmasza corporal ez la relacidén entre pezo w estatura al cuadrado para indicamos i estamos en
estado nomnal, sobrepeso u obezidad].

Siusted da su consentimiento ¥ e elegido, paricipara en el estudio durante de 12 semanas como
ma<imo, en donde serd necesano realizarle vanos estudios tanto médicos como de nutricion; par la
pare médica sele realizara: una historia clinica, explaracian fizica, medicidn de signos vitales, se le
tormard un electrocardiograrna  y finalmente se le tormard una muestra de sangre para realizar un

andliziz bioquimico.

1de?
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Forla parte de nuticion se le realizard una frecuencia de alimentos [a cualindica el fipo de alimentos
que usted estid acasturnbrado a consumir] y un record atoio de 24 horas el cual indica la cantidad de
alimentas que consume enun dial asimismo se le tormara su estatura v peso.
B usted sele asignard al azar uno de los siguientes tratamientos que se pretendan probar tomando
encuenta suedad v sexo.

. Grupo &, 45 mg =polilisin

- Grupo B. 150 g =poalilizsina

. Grupo C. 200 mg z-polilisina

. Grupo 0. 450 mg z-polilisina

- Grupo E. Placebo
Usted no conocerd en que grupo de tratamients se encuentra incluide, sin embargo esta infarmacian
podrd ser obtenida en caso que se requiera. Usted no podrd cambiar de tratamiento durante e
eshidio.
Los tratamientas son capsulas que contienen un compuesto lamado spolilizing o placebo [aquel
compuesto que no causa dafo wno iene el famiaco]los cuales se deberdn de consurir tres veces al
dia después del desayuno, cornida wcena,
El tratamiento le serd reparido en cantidad suficiente de forma geated® por el encargado de su

evaluacian.

PROCEDMIENTO

Una vez que usted haya dado su consertimiento para pariciparen el provecto, deberd azistir en cada

una de las wisitas que a continuacidn se mencionan al consulorio médico ubicado en Mevado de

Calima #2412, col: Palmas el procedimiento a seguir ez el siguiente:

Visih de selecovn Semana -1} En esta visita usted deberd presentarse para una entrevista donde
se le pedirdn algunos datos de interés para el estudio postefomients se le realizard un examen
médica, se le tormardn sus signos vitales [frecuencia candiaca, frecuencia respiratoria, presidn
sanguinea]w un electrocardiograma.

FPosteiomenta se le fornard una ruestra de sangre de aprosdirnadarnente 15 & 20 mbl para evaloar
albirmina, creatinina, ST, ALT, tiglicéridos, colesteral fotal, HOL, LOL, WLOL, glucosa v biometria
hematica, usted deberd estar en ayuno de porlo menos 12 h,

Finalmente se letorard el peso v latalla [estatural.
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Tadalainfomnacidn que se recopile de esta visita senird para asequrarnos que usted cumple conlos
requizitas para paricipar en el estudio, en caso de que el especialista encuentre alguna anomalia en
sus resultados le avisard y usted podra ser azesorado.

Siusted no cumple con los requisitos para participaren el estudio, el médica le explicard el motiva y
automn dticamente usted dejard de padicipar en el estudia.

Durante el estudio, el coordinador estard constantermente en comunicacidn con usted wa sea
persanalmente o via telefdnica con la finalidad de identificar a tiermpo cualquier reaccion adversa que
se preserte durante el iempo que paricipe en el estudio, ademas a usted sele entregard un diario

para que pueda registrar cualquier sintorna que se le presente durante el estudio.

Vigia de asignacon e iaxbmene Semana 3F Si usted es elegido para entrar al estudio, se le
realizard una entrevista para wer su peril nutricional, en donde se le realizard un cuestionario
recardatorio de 24 horas. Se le pedird que en su dieta diafda con el 20% de graza [que es la canfidad
que generalmente la mayoria de la gente consume] del fotal de las kilocalorias que usted va a
consumir. Para ello contara con la asesoria de una nutidloga. Es importante que usted :e
comprormeta 3 cumplir con la cantidad de grasa que e leindica.

Una wez que usted no tenga dudas en el procedimiento nuticional, se le azsignard el tratarmiento v un
diafio para que anote cualquier reaccidn que presente aungue usted la considere nomial. Si usted

persiste con alguna molestia, debard avizarinmediatamente al médico principal.

Vigia de seqamiere de fvkemoca & medicanexde Semana 1. Z 3 4 y B Usted debera
presentarse en el centra a la medicidn de su peso y talla. El médico encamgado del estudio le
prequntard si ha presentado algun ewento adwerso y le redird su presidn arerial, frecuencia
respiratoiay cardiaca.

En caszo de prazentar alguna duda acerca de cdme cumplir con la ingesta del 20% de grasza, se le
oriertard cuantas veces sea necesario.

En la: semanas 4 ¥ 8 usted debe acudir en ayuno de 12 b wa que se la tormard una ruestra de

sangre para deteminar glucosa, triglicéndos, colesteral total v HOL
Vicda de ¥oal de ivkeancia 3 medicameme femana 12}

Esta sermana es la dhirma en la que usted tornard el tratamiento, en esta visita ze la realizaran las

mizmas evaluacione: mencionadas en la semana-l
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Vizila de cere pestiaianeme f5emana 14}

En esta wista usted asziztird al centro para que el médico evalde la adaptacidn y las reacciones que

usted ha tenido al dejar de tornar el tratamiento.

INFORMACION PARA MUERES EN EDAD REFRODUCTIVA

Durante su participacion en el estudio debe ewitar un embarazo wa que la s-polisizing serd wilizada
por prmera wez a dosizs famnacoldgicas w no hay ninguna referencia que en hurmanos exista algdn
events adwerso, las mujeres que deseen la posibilidad de quedar embarazadas en el iermpo que dure
el estudio no podran paricipar: durante el estudio se le recornienda ufilizar un método anticonce pliva
efectivo o bien abdinencia sexual.

Siusted [an el caso de ser mujer] quedara embarazada durante el desarralla del estudio, le deberd
de avizara sumédico oe fnmeciate. El medicarento del estudio se le suspenderad de foma definitiva

debido alos posibles fesgos para su babé,

RIESG0S DE ESTE ESTUDID CLINICO EN FASEI

Los fiesgos para este ipo de estudio son minimos, pero usted debe considerar que puede existir otro
riezgqo desconocido, prncipalmente porque ez [a primera wez que e administra -polilizina a dosis
farmacoldgicas en sere: humanos, a pesar se utiliza comdnmente en paise: aszidticos como
retabolito de alimentos femnentadas v estd reconocida camo GRAS #1325 [generalmente reconocido
como sequro] porla FOA [Food and Orug Bdrinistration], usted debe considerar que muchas veces

loz estudios prewvios en laboratorio w animales no son totalmente extrapalables al hornbre.

Usted debe zaberque la =polilizina ez un polimera de L-Lisina el cual ez un aminodcido esencial, es
decir que no & produce en el arganismo y es necezarnio consumido en la dieta; la e-polilizsinag ez una
malécula inocua [que no causa dafio]. &= mizsmo, se han realizado experimentos de mutagenicidad
enlos cuales estd demostrada que la s-palilizinag no ez mutagénica [zustancia que no altera de forma
pemianents el L0M de las célulasz).

Existe una fuere evidencia que demuestra que la =polilising no causa foxicidad en funciones
inrunalagicas, neuraldgicas w de reproduccion, v tampaco en el dezarmlle del embridn v del feto en

dos generacionez.
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Sin embargo, aunque las dosis que se ufilizardn en el presente estudio guardan un rango de
seqguridad respedo a lo encontrade en lo: animales de laboratorio, puede encontrarse algunasz
rnoleztias al consurnir el tratarienta.

Laz molestias que pueden presentarse al consumir la =-polilizina son principalmente de naturaleza
gastrointestinal, que incluyen la apancidn de diarrea, dolar abdominal, flatulencia, gases w wamito.
Tarmbién podrian presentarse problernas de mala absorcidn de vitaminas liposolubles [&, E, K, v D]
Fara evitar riesgos innecesarios, el tratamiento que se le otorgue deberd ser consumida dnicamente
por usted w en la forma que le sea indicado, recuerde que estd pardicipando en un estudio de
irvestigacion en el cual se estd probando la tolerabilidad de un nuewo farmaco para la obesidad v
dezconocernos los efectos adversos que pudiera ocasionar el tratamiento.

Latorna de otros medicamentos puede sernecesaria para el tratamiento de otros problernas médicos
que padezca, pero e:s indizpensable que usted le infomne al médico del estudio cualquier
rmedicarmento adicional que consuma, molestias o eventos adwersos que presente.

Cualquier cambio en los fdesgos que puedan presentarse en el estudio, se le comunicaran

inmediatamente.

TRATAMIENTO MEDICO EN CASO DE EVENTOS ADVERSDS

Si usted llegara a sufir algin ewents adwerso como resultado directo de los tratamientos

adrinistrados en este estudio se le brindard la atencidn médica necesaria en la institacidn
paricipante. Un especialista [gastroenterdlogo] se encargard de otorgade atencidn medica.

Usted podra asistir a la Unidad de atencidn de urgencias dentro de la clinica de Sands Ganbara oe &3
Univeida e Aviinoma de Guestar JUAG)

BEMEHACIOS DE 5U PARTICIPACION EN EL ESTUDIO:

Con su paricipacion contribuird a la generacidn de infomnacion necesana para desarmllar un nuewvo

tratariento para la obezidad que puede ayudar, en un future a sujetos con problernas grawves poresta
causa, la cual se estd incrementando drasticamente en México v a Hivel Mundial.

Como paricipante del estudio, usted obtendrd el beneficio de un andlizis minucioso de nuticidn,
médice y bioquimico completamente personalizado w gratuito evaluande su estado actual v su
progresa hasta el final del estudio. Bdemas, con la entrega de su plan de alimentacidn, recibird
matefales que le apoyaran para apegarse a su dieta de la mejor manera posible, esto le ayudard a

carbiar suz habitos de alimentacion,
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CONFIDENCIALIDAD:

El grupa de investigadares martendrd los expedientes con lainfomnacian que se obtenga totalments
de manera confidencial. El comité de éica que revisd este prowecto y los calaboradares del estudio
también podrén tener acceso a esta infomnacion. El grupo de investigacidn sdlo proparcionara

infomnacian que no lo idertificard personalmente.

INFORMACION DE CONTACTO:

Si fiene alguna prequnta acerca de sy paricipacidn o desea la opinidn de ofra persana fuera del

eshudia, puede consultar al médica de su preferencia. Si usted fiene cualquier prequnta acerca del
prowecty, o en caso de una emengencia puede preguntar a los inwvestigadores que continuarente
estardn en contacto con usted.

Cualquier inforracidn achualizada que pueda afectar en su decizidn de sequir padicipando en el

provects sele comunicara inmediatarnente.

5U PARTICFACKIN ES WOLUNTARIA:

Su paricipacidn ez waluntana yes su decizsion padicipar en el estudio, en cualquier momento esta en

su derecho de abandonarla. Si usted acepta paricipar, se compromete a proporconar infarmacian
waraz y zeguirlas instrucciones del estudio como le sean dadas. Siusted no cumple laz instrucciones
su participacidn puede terminar, sin sy conszentimiento, bajo el chiterio del investigadar. Sdlo debe
ingrezaren este estudio i su plan actual ez cortinuar hasta el fin del mizmo.

Sies necesano interrurnpir el tratamiento wteminar su padicipacion en el estudio e le pedird asistir a
las vizsitaz restantes, para evaluar su condician.

Sidecide noingrezar al estudio no se afectard en ningdn aspecta su decisidn.

EL CONSENTMIENTO A PARTICIPAR:

“ro entiendo que mi paricipacidn es voluntaria v que tenga el derecha de no aceptar a paticiparen el

proyvects. Entiendo que puedo refirarme del estudio en cualquier rmormento.

EL CONSENTMIENTO:

“ro he leido o me han leido esta informnacidn v se me ha dado la oporunidad de hacer preguntas
sobre el proyacto, Laz respuestas amis preguntas fueron zatisfactonas. Se me ha dado una copia
de este consentimienta para llevamela. Libremente y sin presidn alguna doy mi consenfimienta para

padicipar en el estudio.

Ede?
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CARTA DE CONSENTMIENTO BAJD INFORMACKIN POR ESCRITO
Universidad Avtinama de Guendzm: Faoulad de Clencias Mahaales: Maestria en Murickin Humana

PARTICIPANTE
Mormbre del paricipante:

Firmna del padicipante: Fecha de firma:

Oornicilio del paricipante:

Teléfonos del paricipante:

TESTIGO1
Mormbre tesigod

Firrna testigo 1: Fecha de fimna:

Dornicilio testiga 1

Teléfana(s]testigad: Farentesco con el padicipante:

TESTIGOZ
Mormbre tedigo 2:

Firma testigo 2: Fecha de fimna:

Ooricilio testigo 2:

Teléfono(s] testigo 2: Farenteszco con el paricipante:

DECLARACION DEL INVESTIGADDR.

o o mi reprezentante agtonzado hemos discogido con el padicipante o su represzentante legal

autorizado, la naturaleza y propdsito de este estudio, asi coro los posibles fesgosy beneficios de su
paricipacian. Considero que el paricipante wo su representante legal han recibide la informacidn

cornpleta con un lenguaje cormprensible v apropiade, v que entendieron esta explicacidn.

RESPONSABLE DE LA INFORMACION AL PACENTE

Firmna del Investigadar;

Fecha de la fimna:

Mormbre delinvestigador:

CODIGOD DE IDENTIACACION DEL PARTICIPANTE

fde?

40




Apéndice 9.2 Clasificacion de los eventos adversos

A) Causalidad

Cierta. Consiste en un nuevo evento que ocurre en un tiempo
razonable posterior a la administracion del medicamento y que
no puede evitarse por la evoluciéon natural del padecimiento,
una patologia concomitante o a la administracion de otros
medicamentos.

Probable. Consiste en un evento que sigue una secuencia de tiempo
razonable desde la dltima administracion del medicamento y
que dificilmente puede atribuirse a la evolucion natural del
padecimiento, patologias concomitantes a la administracién de
otros medicamentos. Al suspender la administracion del
medicamento(s) sospechoso(s) se obtiene una respuesta
clinica razonable. No es necesario readministrar el
medicamento.

Posible. Consiste en un evento que sigue una secuencia de tiempo
razonable desde la ultima administracion del medicamento, al
cual también puede atribuirse a la evaluacion natural del
padecimiento, patolégicas concomitantes o a la administracion
de otros medicamentos. No se dispone de la informacién
relacionada con la suspension de la administracién del
medicamento sospechoso o bien ésta no es clara.

Dudosa. Consiste en un evento que sigue una secuencia de tiempo
desde la ultima administracién del medicamento que hace la
relacion de causalidad improbable (pero no imposible), lo que
podria explicarse de manera aceptable por ser parte de la
evolucion natural del padecimiento, o bien debido a la
presencia de patologias concomitantes 0 a la administracion
de otros medicamentos.
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B)

Intensidad de la manifestacion clinica (severidad)

Leve. Se presentan con signos y sintomas facilmente tolerados, no
necesitan tratamiento, ni prolongan la hospitalizacién y pueden
0 no requerir de la suspension del medicamento.
Moderado. Interfiere con las actividades habituales (pudiendo
provocar bajas laborales o escolares), sin amenazar
directamente la vida del paciente. Requiere de tratamiento
farmacoloégico y puede o no requerir la suspension del
medicamento durante la reaccion adversa.
Grave (serio). Cualquier manifestacidbn morbosa que se presenta con
la administracién de cualquier dosis de un medicamento y que:
e Pone en peligro la vida del paciente puede ser la pérdida
excesiva de peso, estados anormales de desnutricion o
cualquier otro estado fisiolégico que el médico asi lo
determina.

e Hace necesario hospitalizar o prolongar la estancia
hospitalaria

e Es causa de invalidez o de incapacidad persistente o
significativa

e Es causa de alteraciones o malformaciones en el recién
nacido

Letal. Contribuye directa o indirectamente a la muerte del paciente.
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Apéndice 9.3 La documentacion contenida en la Carpeta Regulatoria

a. Documentacion regulatoria:
o Respuesta del comité de ética en el primer sometimiento
o Enmienda al protocolo
o Carta de Aprobacién del Comité de Etica

b. Protocolo del estudio, Carta de Consentimiento bajo informacién por
escrito
c. Documentacion “Staff del estudio”
o Registro del Staff
o Contactos telefénicos

o Curriculums Vitae

d. Documentacion “Monitoreo”
o Plan de monitoreo
o Reporte de monitoreo

o Registro de Visitas de Monitoreo

e. Documentacion “Producto en Investigacion”
o Asignacion de tratamientos
o Certificados del Producto
o Correos de respaldo donde el patrocinador asigna el tratamiento

f. Manual de Procedimientos del Estudio
g. Anexos del Manual de Procedimientos del Estudio
o Técnicas de analisis

o Reporte de calibracion
h.  Formatos del Estudio

o Escrutinio

o Asignacion al azar
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Semana 1 (Seguimiento)
Semana 2 (Seguimiento)
Semana 3 (Seguimiento)
Semana 4 (Seguimiento)
Semana 8 (Seguimiento)
Semana 12 (Seguimiento)

Semana 14 (Post-tratamiento)

Termino de la participacion en el estudio
Desviaciones al Protocolo

Nota Aclaratoria

Eventos Adversos

Recordatorio de 24 h

Criterios de Seleccion

Registro de Citas

I Reglamentos y Normas Aplicadas en el Estudio

O

O

O

Manual de Buenas Practicas en Investigacion Clinicas
Reglamento de la Ley General de Salud
NOM-168-SSA1-1998, Expediente Clinico
NOM-220-SSA1-2002, Instalacion y Operacién de

Farmacovigilancia
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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad que tiene una incidencia muy elevada en el
mundo. Generalmente se trata con dieta y ejercicio, pero en ocasiones es
necesaria una intervencion farmacoldgica, desafortunadamente los
medicamentos disponibles logran solo del 5 al 10 % de eficacia en menos del
50 % de los pacientes. Por ello es necesaria la busqueda de nuevas terapias.
La e-polilisina (e-PL) es una molécula catidnica inhibidora de la lipasa
pancreatica mediante la desestabilizacion de las sales biliares y la grasa que
son su sustrato. En este estudio se evalu6 la tolerabilidad de la e-PL al
administrarse en humanos. La muestra fue de 20 sujetos sanos no obesos, las
dosis de e-PL estudiadas fueron 45, 150, 300, 450 mg/dosis 6 placebo
administradas tres veces al dia después de los alimentos por un periodo de 12
semanas. Las dosis se establecieron en base a los estudios preclinicos
realizados anteriormente. A los sujetos bajo estudio se les realizaron pruebas
de transaminasas hepaticas, creatinina, albumina, perfil de lipidos, glucosa,
biometria hemética y analisis de orina. Los eventos adversos presentados
durante el estudio fueron de naturaleza gastrointestinal y mediante un analisis
de supervivencia de Kaplan Meier no se encontré diferencia significativa entre
los eventos adversos que presentaron los sujetos que ingirieron las diferentes
dosis de e-PL y los que ingirieron el placebo durante el periodo de evaluacién.
Ademas, los resultados del perfil de bioseguridad tampoco mostraron cambios,
por ello se concluye que la e-PL es una molécula segura y tolerable a las dosis
evaluadas.

Palabras clave: ¢-polilisina, tolerabilidad, obesidad





SUMMARY

Obesity is a disease that affects an important proportion of the world’s
population. Generally it is treated with diet and exercise but sometimes the use
of drugs is necessary. Unfortunately drugs available have an efficacy of 5 to 10
% in less than 50 % of the patients. How it is needed to find new therapies. The
e-polylysine (e-PL) is a cationic molecule that inhibits lipase pancreatic making
unstable bile salts and fat witch are its substrate. In this study we are measured
tolerability of e-PL when administrated to humans. The sample was of 20
healthy subjects, non-obese, e-PL doses were 45, 150, 300, 450 mg/dose or
placebo and were administrated three times per day after foods during a 12
weeks period. e-PL doses were determined in previous animal studies. Subjects
were studied for hepatic transaminases, creatinine, albumin, lipids profile,
glucose, hematic biometry and analyses of urine. Adverse events during study
included only gastrointestinal symptoms. Through a Kaplan Meier survival
analysis we found no difference in adverse events between subjects in any of
the e-PL doses and placebo during the observation period. Also biosecurity
results were not different among group, how we conclude that e-PL is a safe
molecule that can be tolerable at the doses evaluated by humans.

Key words: e-polylysine, tolerability, obesity
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1. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad metabdlica que afecta a la poblacion
mundial, especificamente en México, el 70 % de la poblacién mayor de 20 afnos
tiene sobrepeso u obesidad (Encuesta Nacional de Salud y Nutricidn,
ENSANUT 2006). El exceso de tejido adiposo abdominal tiene consecuencias
negativas en la salud, tales como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias,
enfermedades cardiovasculares (Cheah y Kam, 2005; Li et al., 2005),
disminucién de la capacidad pulmonar (Crowley et al., 2002; Stein et al., 2005),
enfermedades gastrointestinales y cancer de colon.

En el tratamiento de la obesidad la pérdida de peso corporal entre el 5
y 10 % se asocia con una disminucion sustancial del tejido adiposo abdominal
ocasionando una mejora en los marcadores metabdlicos de riesgo (Cheah y
Kam, 2005). La reducciéon de la ingestidbn de energia y el aumento de la
actividad fisica, son la forma méas efectiva para reducir la grasa corporal y
controlar el peso (Kolotkin, 2001; Mullis et al., 2004).

Sin embargo en ocasiones estas terapias no son suficientes y es
necesario recurrir a los tratamientos farmacolégicos. Actualmente solo existen
dos farmacos aprobados para la pérdida de peso por la FDA, la Sibutramina
que es un anorexigénico y el Orlistat que actua a nivel de absorcion de las
grasas (Mullis et al., 2004; Cheah y Kam, 2005). EI mecanismo de accién de
este Ultimo genera menos eventos adversos (principalmente son de naturaleza
gastrointestinal) en comparacion con la Sibutramina.

Se han estudiado péptidos y proteinas como agentes antiobesidad,
especificamente a los inhibidores no competitivos de la lipasa pancreética tales
como la e-polilisina (e-PL) que es producida mediante fermentacion aerobica
del Streptomyces albulus. La e-PL es una molécula cationica que interrumpe la
formacién de la emulsiébn de las sales biliares con la grasa por la
desestabilizacion de cargas. La e-PL no tiene efectos adversos graves
registrados. Estudios recientes en ratas macho Sprague Dawley han
demostrado que la e-PL disminuye los triglicéridos y el colesterol total en

plasma y puede actuar como un posible agente antiobesidad.





2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Obesidad

La obesidad es la enfermedad metabdlica con mayor prevalencia en los
paises desarrollados. Ademas, se ha incrementado de manera alarmante en
los ultimos afnos, a tal grado que se considera un problema de salud publica.
En el aino 2000 segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) existian en el
mundo cerca de 250 millones de obesos, con predicciones de llegar a 300
millones en el afo 2025.

La International Obesity Task Force (IOTF) y la OMS aceptan como
criterio para la definicion de obesidad, valores del indice de masa corporal
(IMC= peso en kg dividido por el cuadrado de la talla en metros) iguales o
superiores a 30 y para el sobrepeso de 25 a 29.9 (Galicia y Simal, 2002). En
México, la incidencia de este problema es alta, sobre todo en mujeres y nifnos

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2006 el 30 %
de la poblacién mayor de 20 anos tiene obesidad (34.5 % en mujeres y 24.2 %
en hombres). La poblaciéon que sufre de sobrepeso u obesidad afectan a cerca
del 70 % de la poblacion mexicana de ambos sexos (71.9 % en mujeres y 66.7
% en hombres). Esto indica que existen alrededor de 30 millones de adultos en
México con sobrepeso u obesidad.

La obesidad es una enfermedad cronica con repercusiones negativas
para la salud debido principalmente al exceso de grasa en el area abdominal.
Existe una asociacion clara y directa entre el grado de obesidad y la morbi-
mortalidad como lo son con complicaciones cardiovasculares, respiratorias,
metabdlicas, y articulares; asi mismo, aumenta la posibilidad de aparicién de
algun tipo de malignidad, como el cancer de mama o el de colon (Shi y Burn,
2004). La obesidad abdominal (visceral) es uno de los principales factores de
riesgo para desarrollar diabetes tipo 2 debido a la intolerancia a la glucosa e
hiperinsulinemia resultado de la resistencia a la insulina. La circunferencia de la
cintura se asocia con la cantidad de tejido adiposo visceral. Pacientes con
obesidad abdominal tienden a presentar hipertrigliceridemia con niveles bajos

de HDL y concentraciones altas de apolipoproteina B (apo-B), también





muestran signos de inflamacién cronica leve y disfuncién endotelial; ademas,
existe un estado hipercoagulable e hipofibrinolitico. Estos cambios bioquimicos
estan asociados con un riesgo sustancialmente mayor al desarrollo de la
enfermedad arterial coronaria, enfermedad cardiovascular, hipertensién,
aterosclerosis e hipertrofia ventricular izquierda (Cheah y Kam, 2005).

Estos trastornos clinicos contribuyen a afectar de manera significativa
la calidad y expectativas de vida del paciente obeso, siendo responsables en
gran parte de una fraccidn muy importante de la inversion en salud publica por
parte del gobierno. Actualmente se estima que se emplean alrededor de 30
billones de dolares anuales a nivel mundial en tratamientos para la reduccion
de peso. La obesidad produce costos sustanciales por hospitalizacion y por
detrimento en la capacidad para trabajar (Borg et al., 2005).

La obesidad incrementa los riesgos de un gran numero de
enfermedades. Existen diversas causas que aumentan la morbilidad y
mortalidad de individuos obesos como son: hipertensién, falla cardiaca,
enfermedad isquémica, cardiomiopatia, arritmias cardiacas y dislipidemia. La
obesidad es un factor de riesgo independiente para desarrollar enfermedades
del corazén (Li et al., 2005).

Por otro lado los pacientes obesos son propensos a neumonia, trombo-
embolismo pulmonar, enfermedad restrictiva de pulmén, falla respiratoria,
apnea de suefio obstructiva y sindrome de hipoventilacion. La obesidad
morbida se asocia con una disminucion en la capacidad residual funcional y en
la capacidad pulmonar total. La capacidad residual funcional decrece
exponencialmente con el incremento del IMC (Crowley et al., 2002; Stein et al.,
2005).

La colelitiasis, esteatopatitis no alcohdlica, hernia de hiato, reflujo
gastro-esofagico con esofagitis, carcinoma del eséfago (esofageal) y hernia
inguinal son mas prevalentes en pacientes obesos. Los obesos también estan
mas propensos a sufrir desérdenes genitourinarios incluyendo incontinencia
urinaria y calculos renales, irregularidades en la menstruacion, infertilidad
primaria ovulatoria, osteoartritis, hiperuricemia, gota, cancer de colon, de

endometrio, de mama (seno), de préstata y cervical (Cheah y Kam, 2005).





Considerando su etiopatologia multifactorial (genéticos, biolédgicos,
socioculturales, entre otros) y su caracter cronico se hace necesario un
tratamiento eficaz que no sea afectado por dichos factores. Diversos estudios
establecen que la obesidad es una enfermedad dificil de tratar. La reduccién de
la ingestion de energia y el aumento de la actividad fisica constituyen la forma
mas efectiva para reducir la grasa corporal y controlar el peso. Sin embargo,
estas dos opciones son con frecuencia dificiles de llevar a cabo debido al
ambiente que rodea al obeso caracterizado por vida sedentaria y dietas ricas
en grasas y carbohidratos (Kolotkin, 2001; Mullis et al., 2004).

Cabe resaltar que la pérdida de peso sostenida entre el 5y 10 % de
peso corporal en obesos se asocia con una disminucién sustancial en el tejido
adiposo visceral, con una mejora simultdnea en todos los marcadores
metabdlicos de riesgo de enfermedad coronaria y disminucion del riesgo de
eventos coronarios agudos (Halford, 2005).

Debido a esto, y a la falla de los tratamientos actuales, surge la
necesidad de desarrollar nuevos farmacos en el mercado que ayuden a
combatir el problema de la obesidad, ya que es una enfermedad que va en

aumento tanto en paises desarrollados como no desarrollados.
2.2 Farmacos para combatir la obesidad

Las estrategias terapéuticas clasicas para el tratamiento de la
obesidad, como son la dieta, la modificacion del estilo de vida y la actividad
fisica, son Uutiles para el mantenimiento de la perdida de peso. Pero el
tratamiento farmacol6gico produce una pérdida de peso mas rapida. En 1995,
la Asociacién Norteamericana para el estudio de la obesidad (NAASO)
establecié que la terapia farmacolédgica puede considerarse una parte integral
de los programas de tratamiento junto con la dieta hipocalérica y el ejercicio
fisico en individuos obesos con un IMC = 30 kg/m? en los que la dieta, el
ejercicio y los cambios conductuales hayan fallado; o en aquellos individuos
con un IMC 2 27 kg/m? si se asocian factores importantes de morbilidad como

diabetes, hipertension, dislipidemia, etc (Godinez, 2002).





Sin embargo, menos del 25 % de los pacientes potenciales son
formalmente diagnosticados como obesos, y menos del 20 % de aquellos que
son diagnosticados son tratados con terapias farmacol6gicas (Farrigan y Pang,
2002), debido en gran medida a que existen pocos medicamentos en el
mercado para tratar la obesidad.

Hay dos categorias de farmacos que se emplean para promover la
pérdida de peso: los que inhiben el apetito y los que disminuyen la absorcion
de nutrimentos. Actualmente sélo existen dos farmacos aprobados por la FDA
(Cuadro 2.1) para pérdida de peso y son el Orlistat y la Sibutramina (Godinez,
2002; Halford, 2005). El Orlistat es el farmaco més comercial sin embargo
presenta efectos adversos de naturaleza gastrointestinal como pérdidas
involuntarias via anal de grasa, diarrea y nauseas (Godinez, 2002).

2.3 Caracteristicas de la e-PL

La e-PL [(S)-poli(imino(2-amino-1-oxo-1,6-hexanedil))] es un
homopolimero de la L-lisina (amino&cido esencial) con un peso molecular
aproximado de 4700 Da. Difiere de las proteinas usuales en que el enlace
amida no esta entre el amino alfa y el carboxilo, tipico de enlace peptidico; sino
que esté entre el amino epsilon y el grupo carboxilo.

La e-PL se produce industrialmente por Streptomyces albulus mediante
fermentacion aerdbica. Esta bacteria es del orden Actinomicetalos, pertenece a
la familia Streptomicetaceos el cual es clasificado como un microorganismo no
patégeno. El Unico uso comercial de esta bacteria es la produccién de e-PL
(Yoshida y Nagasawa, 2003).

La e-PL es una molécula catidnica que posee grupos metileno
hidrofébicos y grupos amino y carboxilo hidrofilicos orientados hacia afuera de
la molécula en soluciones polares.

Debido a su condicién catidnica, la e-PL es un inhibidor de la lipasa
pancreatica.





Cuadro 2.1. Medicamentos aprobados por la Food and Drug Administration

(FDA) para tratamientos de la obesidad

Nombre genérico Nombre comercial
Clorhidrato de Benzfetaminas Didrex
Tartrato de fendimetrazina Bontril, Plegine, Prelu-2, X-Trozine
Fentermina lonamin, Adipex-P, Fastin, Oby-trim
Clorhidrato de dietil propion Tenuate, Tenuate Dospan
Mazindol Sanorex, Mazanor
Clorhidrato de sibutramina* Meridia, Ectivia, Raductil
Orlistat* Xenical

* Aprobados para tratamiento a largo plazo de la obesidad por la FDA
entre los anos 1996 y 1999; los demas medicamentos fueron aprobados
alrededor de 1974, pero no tienen sustento cientifico de estudios a largo plazo.





Su mecanismo de accion no es a través de una inhibicién competitiva
(como el caso del Orlistat), ya que no inhibe propiamente a la enzima, sino que
interrumpe la formacién de la emulsion de las sales biliares con la grasa de la
dieta (estudios in vitro).

Al no formarse la emulsién, la lipasa pancreatica no puede actuar sobre
su sustrato (triglicéridos), debido a que la enzima es hidrofilica y los triglicéridos
lipofilicos, y que la enzima se activa solamente cuando se encuentra en una
interfase aceite/agua. EI mecanismo de la catélisis no estd aun totalmente
esclarecido, sin embargo, en forma general o que ocurre en primer lugar es la
penetracion irreversible de la lipasa en la interfase. En ese momento la lipasa
puede sufrir desnaturalizacion irreversible o simplemente un cambio
conformacional necesario para que pueda unirse al sustrato para producir un
complejo activado y derivar en el producto. La lipasa tiene acceso al sustrato
(lipido) sdblo en la superficie de la gota de lipido formada; por lo tanto, el area
superficial del lipido puede incrementarse por medio de la emulsificacion. Los
agentes emulsificantes in vivo son los fosfolipidos y los acidos biliares, cuyo
principal componente es la fosfatidilcolina (Lobo y Wilton, 1997; Peters et al.,
1997; Farrigan y Pang, 2002; Yoshida y Nagasawa, 2003). La e-PL rompe esta

emulsion por desestabilizacién de cargas.

2.4 Farmacologia de la e-PL

Estudios in vitro han demostrado que la e-PL es un inhibidor no
especifico de la lipasa pancreédtica. Mientras que en experimentos in vivo en
ratas Sprague-Dawley, la e-PL suprime la absorcion de grasa de la dieta en el
intestino delgado por inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica (Tsujita
et al., 2003) Ademas, la e-PL disminuye los triglicéridos y el colesterol total en
plasma. (Duarte-Vazquez et al, datos no publicados).

La farmacodinamica, farmacocinética (Cuadro 2.2) y los estudios de
metabolismo han mostrado que la e-PL y sus metabolitos formados en el tracto

gastrointestinal son absorbidos minimamente en la circulacion sistémica.





2.4.1 Absorcion

Administrada oralmente, sélo el 6 % de la e-PL se absorbe en el
organismo, mientras que el otro 94 % no se absorbe y se excreta directamente
en heces dentro de las primeras 48 h. La radiografia de cuerpo completo
demuestra que la e-PL y sus metabolitos permanecen principalmente en el
estbmago y en el tracto intestinal y no se concentran en algun tejido u érgano
(Hiraki et al., 2003). Ademas, estudios realizados en animales, han puesto de

manifiesto que el grado de absorcién de la e-PL es minimo.

2.4.2 Eliminacién

Los estudios llevados a cabo en animales han demostrado que la
principal via de eliminacion de la e-PL es la excrecidn fecal. Aproximadamente
94 % de la dosis administrada se excreta con las heces. El 6 % restante se
excreta por dos rutas: 3.4 % se libera como CO, en aire expirado y 2.1 % se
elimina por orina.

La seguridad de e-PL fue confirmada por experimentos en ratas (Neda
etal., 1999). La e-PL no caus6 dano en funciones inmunolégicas, neuroldgicas
y de reproduccion, y tampoco en el desarrollo del embrién y del feto en dos

generaciones.

2.5 Toxicologia

En Estados Unidos de América la e-PL se ha aprobado como aditivo en
los alimentos por la FDA (Food and Drug Administration) y cuenta con el titulo
GRAS # 135 (generalmente reconocida como segura) por ser una molécula
inocua. Diversos estudios crénicos y subcrénicos en ratas se han realizado
para evaluar la toxicidad empleando concentraciones de hasta 20 000 y 50 000
ppm. Aln a estas concentraciones ningun estudio mostrd algun efecto adverso
toxicol6égicamente significativo sobre la e-PL (Fukutome et al., 1995).





La inocuidad de la e-PL se ha determinado mediante una serie de
investigaciones referentes a su absorcidn, metabolismo, distribucion y
excrecion. A este respecto, varias explicaciones posibles existen, como son la
digestion completa a aminoacidos en el tracto gastrointestinal, o la absorcién
insignificante en el sistema circulatorio, o una combinacién de digestion parcial
y absorcion de e-PL y sus metabolitos.

Hiraki y colaboradores (2003) realizaron experimentos de toxicidad
aguda, encontrando que la administracion oral de 1.25 y 2.5 g/kg de e-PL por
kg de peso corporal a ratas Sprague-Dawley durante 14 dias, no mostrd signos
de toxicidad. Cuando la dosis aumenté a 5 g/kg se observé una depresidn
minima en la actividad espontanea 5 minutos después de administrar la dosis,
pero los animales regresaron a su actividad normal dentro de las 3-6 h
subsiguientes. No se observaron anormalidades de érganos ni el crecimiento
anormal de las ratas a ninguna de las dosis empleadas. Asimismo, se
realizaron experimentos de mutagenicidad en los cuales se demostr6 que la e-
PL no es mutagénica. Dado lo anterior, hay evidencia que demuestra que la e-
PL es practicamente no téxica por exposicion oral hasta dosis de 5 g/kg.

No hay reportes de eventos adversos en la literatura asociados con el
uso de e-PL. EI NOAEL (nivel sin efecto adverso observado) de e-PL a partir de
un estudio crénico en ratas macho es 1060 mg/kg.

La seguridad de la e-PL se confirm6 por experimentos en ratas (Neda
et al., 1999). La e-PL no causé dano en funciones inmunolégicas,neurolédgicas
y de reproduccion, y tampoco en el desarrollo del embrién y del feto en dos

generaciones.

2.6 Eficacia de la e-PL

Existen estudios donde se ha evaluado la accion de otras moléculas
que influyan en la reaccion de las lipasas como son la protamina, el orlistat,
algunas saponinas (Han, 2001) & combinaciones entre carbohidratos tales
como quitin-quitosan (Neda et al., 1999). Tsujita y colaboradores (2006)

realizaron otro experimento con ratones obesos y los resultados mostraron la





efectividad de la e-PL como un agente antiobesidad, ya que se observd una
disminucién de los niveles de triglicéridos y colesterol plasmaticos, el tejido
adiposo corporal hepatico, retroperitoneal y epididimal; asi como en la cantidad
de lipidos fecales.

Cuadro 2.2. Parametros farmacocinéticas de la e-polilisina

Parametro Sangre Plasma

tmax () 7.3+1.2 8.0+ 0.0
Crnax (Mg eq/mL) 3.158 + 0.889 5.134 £ 1.1240
ti/2 (72-168 h) 20+6 3.9+ 0.4
AUC (0-168 h) 339 + 79 330 + 78

(Mg eq h/mL) (0-%) 1470 + 270 453 + 87

El tnax en sangre fue de 7.3 h y en plasma de 8.0 h lo que sugiere una
absorcidn lenta. Las concentraciones Cmax para sangre y plasma fueron 3.158 y
5.134 ug eq e-polilisina/mL respectivamente, lo cual ocurrié a las 6-8 h después
de administrada la dosis. La vida media para la eliminacion de sangre y plasma
al término de un periodo de 72-168 h se prolongd a 20 y 3.9 dias,

respectivamente, lo cual refleja la incorporacion de L-lisina a proteina.
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3. JUSTIFICACION

La obesidad es una de las enfermedades que inciden con mayor
impacto sobre la salud publica. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud
2006 (ENSANUT 2006), el 70 % de la poblacion mexicana mayor de 20 afos
presenta sobrepeso u obesidad. Las terapias farmacolégicas actuales
muestran una eficacia del 5 al 10 %, ademas los sujetos tratados con estas
terapias presentan efectos adversos indeseados, como taquicardias con la
Sibutramina y perdidas involuntarias de grasa con el Orlistat. En el presente
trabajo se evaluard la tolerabilidad de la e-PL a dosis farmacoldgicas como un
posible tratamiento de la obesidad. Para de esta manera combatir éste grave
problema de salud, con mayor eficacia y menos problemas de eventos

adversos.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar la tolerabilidad de la e-PL en sujetos sanos

4.2 Particulares

e Determinar la tolerabilidad de Ila e-PL en dosis farmacologicas
administradas oralmente.

e |dentificar eventos adversos de la e-PL después de administrarla como

tratamiento farmacolégico.

e Establecer un rango de dosis seguro de la e-PL como tratamiento
farmacologico.
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5. METODOLOGIA

5.1 Diseio del estudio
Se llevo a cabo un ensayo clinico controlado Fase I, ciego simple, con

asignacion aleatoria, en cinco grupos paralelos de sujetos sanos.

5.2 Poblacion del estudio
El universo de trabajo se defini6 como la poblacién de personas Mexicanas,
con una edad entre 18 y 40 anos, de ambos géneros, sanos, con un IMC 20-25
kg/m?.

5.3 Tamafio de la muestra
El tamafno de muestra fue de 20 individuos que cumplieron con los criterios de
seleccidn, este numero se eligié debido a que en los estudios clinicos fase | se
recomiendan muestras de 8-100 sujetos (Bake et al.,, 1994), ademas la e-PL es
una molécula reconocida por la FDA como segura puesto que ésta cuenta con
el titulo GRAS (Sustancia Generalmente Reconocida como Segura) # 135; asi
la muestra no fue seleccionada de manera estadistica sino de acuerdo a la fase

del estudio y la seguridad conocida de la e-PL.

5.4 Tratamientos experimentales

# Capsulas por

Dosis e-PL Caddigo de tratamiento -
Placebo “Maltodextrina” RVT 1
45 NZG 1
150 KWQ 1
300 CBU 2
450 YLJ 3

* Las cépsulas fueron de gelatina blanda # 1
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5.4.1 Asignacion de los tratamientos
A cada uno de los sujetos participantes se les asigné mediante una tabla de
nameros aleatorios el tipo de tratamiento y se formaron cinco grupos
aleatorizados de 4 sujetos cada uno. El sujeto tomé el tratamiento asignado
tres veces al dia después del desayuno, la comida y la cena. El tratamiento
asignado a cada sujeto se administr6 en un lapso de 12 semanas o se
interrumpio si se observaron eventos adversos intolerables; ademas se les dio

un seguimiento 15 dias después de la finalizacién del tratamiento.

Las caracteristicas adicionales con respecto al tratamiento, para cada uno de
los grupos de trabajo fueron: a) no fue posible el intercambio de los
participantes a un grupo diferente al que de forma inicial fue asignado; b) la
asignacion a uno u otro grupo fue por azar simple y; c¢) la pertenencia a uno u
otro grupo fue cegada a los participantes.

5.5 Criterios de Inclusion

5.5.1 Sujetos mexicanos con edad de 18 a 40 anos.

5.5.2 Firma del sujeto de la carta consentimiento bajo informacion por
escrito (Apéndice 1).

5.5.3 Sujetos con IMC 20-25 kg/m?

5.5.4 Exploracion fisica normal.

5.5.5 El sujeto permanecié en su residencia actual el tiempo que durd
el estudio.

5.5.6 Analisis (hematologia, bioquimica y orina) sin anormalidad
significativa.

5.5.7 Electrocardiograma sin anormalidad significativa.

5.6 Criterios de Exclusion
5.6.1 Antecedentes de enfermedad (colitis, gastritis, Ulceras
previamente diagnosticadas, anorexia, bulimia, en resumen
todas aquellas enfermedades que afecten la via gastrointestinal
y/o el apetito).
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5.6.2 Antecedentes de alergias a medicamentos.

5.6.3 Antecedentes de reacciones adversas a farmacos similares a la
e-PL.

5.6.4 Fumar durante el periodo del estudio.

5.6.5 Antecedentes de abuso de drogas, sustancias, incluido el
alcohol, dentro de los 3 meses anteriores al inicio del estudio

5.6.6 Participacion en otro ensayo clinico en los tres meses previos.

5.6.7 Dificultad para colaborar en el estudio clinico.

5.6.8 Personas con recientes cambios en peso.

5.6.9 Mujeres en estado de embarazo o lactancia

5.6.10 Imposibilidad de garantizar el no embarazarse durante la
duracion del estudio

5.6.11 Mujeres pre-menopausicas 0 menopausicas

5.6.12 Personas que hayan recibido tratamiento farmacolégico para
obesidad en los 6 meses previos.

5.6.13 Consumo de medicamentos concomitantes durante el estudio

que pudieran causar alguna interaccién con la e-PL.

5.7 Evaluacion de la seguridad del nuevo farmaco
Se realizaron los estudios correspondientes siguiendo los lineamientos
internacionales para la realizacion de estudios clinicos (Code of Federal
Regulations and ICH Guidelines, U:S federal register, 2002) y los lineamientos
de la Secretaria de Salud en México.

En este estudio se evalud la tolerabilidad y la seguridad de la e-PL (fase I). Se
contemplé estudiar cuatro dosis de e-PL. Las dosis propuestas fueron
determinadas mediante los estudios in vitro y las evaluaciones in vivo en los
animales de experimentacion.

5.8 Procedimientos

Se realiz6 un manual de procedimientos donde se registré detalladamente la

logistica del estudio de acuerdo a las visitas que se mencionan a continuacion:
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Visita

Pre y Escrutinio

Asignacion al azar (Semana 0)
Seguimiento (Semana 1)
Seguimiento (Semana 2)
Seguimiento (Semana 3)
Seguimiento (Semana 4)
Seguimiento (Semana 8)
Cierre o Final (Semana 12)

Post-tratamiento (Semana 14)

Este documento junto con los formatos de recoleccibn de datos, la
documentacién regulatoria, etc., se guardo en la Carpeta Regulatoria del

estudio la cual contiene la informacion indicada en el Apéndice 3.

Durante el periodo de escrutinio, los voluntarios se sometieron a una
evaluacion médica que incluy6: historia clinica, examen fisico, pruebas
sanguineas y electrocardiograma. El personal que realiz6 estos procedimientos
fueron: un Médico General y un Gastroenterdlogo para la parte médica y, un
Quimico Farmacéutico Bidlogo para la toma de muestras sanguineas y analisis

bioquimico de las mismas.

Los sujetos que se eligieron se asignaron aleatoriamente a alguno de los cinco

grupos experimentales mencionados en el punto 5.4.
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5.8.1 Procedimientos clinicos
5.8.1.1 Procedimientos de laboratorio
En las etapas de escrutinio y finalizacién del tratamiento se les realizé a los
sujetos un electrocardiograma y se les tomd por la mafana una muestra de
sangre venosa en ayuno de 12 horas para realizar las pruebas siguientes:
albumina, creatinina, bioquimica del higado Aspartato Amino Transferasa
(AST) vy Alantato Amino Tansferasa (ALT), triglicéridos, colesterol total, HDL,
LDL, glucosa y biometria hematica completa. Ademas los analisis de glucosa,

triglicéridos, colesterol y HDL también se realizaron en las semanas 4 y 8.

Al inicio del estudio, mensualmente y al final de mismo, se les realizaron
pruebas rapidas en orina para la determinacién de Hormona Gonadotrponia
Coriénica (HGC); ademas se les pidi6 a todos los participantes otra muestra de

orina para realizarles un analisis general de orina.

58.1.1.1 Muestras sanguineas
Las muestras sanguineas se colectaron en tubos con EDTA o gel inerte
Vacutainer® y centrifugadas a 3500 g por 15 min a 4 °C en una centrifuga

refrigerada marca Eppendor para obtener el plasma o suero correspondiente.

5.8.1.1.2 Analisis bioquimicos

Se utilizaron Kits (Sera Pack Plus, marca Bayer) para determinar la
concentracién de triglicéridos, colesterol total, HDL-c, LDL-c, AST, ALT,
creatinina y albumina en suero, y se analizaron en un equipo RA-50 marca
Bayer. La biometria hematica se determind en un Analizador quimico Cell-Dyn
1400. El analisis general de orina se llevo a cabo mediante tiras reactivas
Multistix 108G (marca Bayer) y la deteccion de la hormona gonadotropina
corionica (HGC) se realiz6 utilizando tiras BIO-PREG (marca Mexlab).
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5.8.1.2 Evaluaciones nutricionales y médicas
Las evaluaciones nutricionales que el Nutridlogo realiz6 en cada visita
incluyeron peso, talla y andlisis de dieta mediante el recordatorio de 24 h los

cuales se analizaron en el programa NUTRIKAL V®.

Los sujetos una vez aleatorizados y sin importar a que grupo pertenecian, se
presentaron en el consultorio a la semana 0, 1, 2, 3, 4, 8, 12 y 14 en donde el
médico realizd los siguientes procedimientos: recoleccion de los datos de
eventos adversos (mediante la entrevista medica y con la ayuda de un diario
donde el sujeto registrd los eventos adversos que presentd), mediciones de las
constantes vitales: presion arterial diastélica y sistélica, frecuencia respiratoria y

frecuencia cardiaca.

Ademas el coordinador del estudio se comunico via telefénica con los sujetos
participantes cada tercer dia durante los primeros 15 dias de tratamiento, para

preguntarles su estado de salud y apego al tratamiento.

5.8.2 Procedimientos de medidas antropométricas
5.8.2.1 indice de Masa Corporal
El IMC es el criterio diagnéstico que se obtiene dividiendo el peso en
kilogramos entre la talla en metros elevada al cuadrado (peso en kg/talla en
m?); de los datos arrojados por este criterio se determina el grado de sobrepeso
u obesidad de un sujeto.

5.8.2.2 Peso
La bascula debia estar calibrada y encontrarse en una superficie plana,
horizontal y firme. El sujeto debié acudir a la medicién con un minimo de ropa
después de haber evacuado la vejiga y se evitd pesarlos después de una
comida principal (preferentemente en ayuno).
El sujeto se coloco al centro de la plataforma de la bascula, Antes de tomar la
lectura, se revisd que el participante se encontrara en posicién erguida y en

plano de Frankfort (plano imaginario que pasa por el suelo de la 6rbita y el
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margen superior del orificio auditivo externo). Los brazos debieron colgar
libremente a los lados del cuerpo y se evit6 realizar movimientos. Los talones
de los pies debieron estar juntos con las puntas de los pies ligeramente

abiertas. Se procedié a tomar la lectura.

5.8.2.3 Talla
La medicion se realizé por medio de un estadimetro. El sujeto estuvo de pie,
sin zapatos, sin morios y/o adornos en la cabeza que afectaron la medicién. El
sujeto estuvo en posicién de firmes, los talones estuvieron unidos formando
entre si un angulo de 45 °. Los brazos colgaron libre y naturalmente a lo largo
del cuerpo y la cabeza se mantuvo de manera que el plano de Frankfort se
conservara horizontal. Se le pidi6 al sujeto que realizara una inspiracion
profunda para obtener la extension maxima de la columna. Los ojos del
nutridlogo que midié estuvieron por lo menos a la misma altura del sitio donde

el estadimetro hizo contacto con la cabeza. Se tomd lectura.

5.9 Eventos Adversos
Los eventos adversos fueron atendidos por el médico gastroenterélogo
encargado del estudio. Estos fueron clasificados de acuerdo a la guia de
farmacovigilancia para el reporte de los eventos adversos en investigacion
clinica (2005).

5.10 Aseguramiento de calidad de los datos
Los datos fueron vaciados por 2 personas diferentes, para asegurar la calidad
de los datos se establecieron lineamientos a seguir para el llenado de los

mismos, los cuales se describen en el manual de procedimientos.
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5.11 Analisis Estadistico

La proporcion de eventos adversos en cada uno de los tratamientos se
consideré como un 100 % el total de eventos presentados por tratamiento en
las 12 semanas y asi poder conocer que evento adverso se presentd en mayor
proporcion en cada uno de los tratamientos.

Se determind la correlacion entre el tiempo y la aparicién de eventos
adversos (estos ultimos clasificados por trastorno) de los tratamientos
comparados con el placebo y se realizé6 una ANOVA (Prueba de Tuckey HSD
con una P< 0.05).

En el andlisis del método de Kaplan-Meier se utiliz6 un paquete
estadistico SPSS version 9 y se determind si existia relacion entre el tiempo del
tratamiento de estudio y la ocurrencia de eventos adversos. El método de
Kaplan Meier es un analisis de supervivencia que nos permiti6 conocer la
tolerabilidad de los participantes al tomar e-PL a dosis farmacolégicas.

Por ultimo, para identificar cambios significativos en las variables del
perfil de bioseguridad al inicio y al final del estudio se utilizé un analisis de
ANOVA (Prueba de Tuckey HSD con una P< 0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Las estrategias terapéuticas clasicas del tratamiento de la obesidad,
como son la dieta y la actividad fisica son utiles para la pérdida de peso
corporal. A pesar de esto, el tratamiento farmacoldgico produce una pérdida
mas rapida (Mullis et al., 2004), especialmente en aquellos sujetos en que la
dieta y el ejercicio no son efectivos. Hay dos categorias de farmacos aprobadas
por la FDA para el tratamiento de la obesidad la Sibutramina y el Orlistat; sin
embargo los eventos adversos que éstos presentan son graves e incomodos
para el sujeto que los toma. Estos efectos, van desde taquicardias en el caso
de la Sibutramina hasta perdidas involuntarias de grasa, como es el caso del
Orlistat (Cheah y Kam, 2005; Mullis et al., 2004), este ultimo tiene un efecto

inhibidor de la lipasa pancreatica al igual que la e-PL.

En la Tabla 1 se muestra la proporcibn de eventos adversos
presentados por los sujetos en cada uno de los tratamientos durante las 12
semanas de evaluacién. Se diagnosticaron 23 tipos diferentes de eventos entre
los que se encontraron dolores de cabeza, boca reseca, etc. Los principales
eventos presentados fueron de naturaleza gastrointestinal incluso en el grupo
placebo, siendo inflamacién estomacal el evento adverso mas comun; heces
blandas se presentaron en un 22 y 28 % para las dosis de e-PL de 150 y 300
mg, respectivamente y nduseas en un 24 % para la dosis mas alta (450 mg e-
PL). Las heces blandas fue el evento mas esperado debido a la naturaleza de
accion de la e-PL; ademas la ingestion de grasa entre los sujetos de estudio no
tuvo diferencias estadisticamente significativas ya que se encontraron en
porcentajes promedio de 31.5+8, 31.7x7, 345+3, 31.6 +4 y29.1 £7 para
las dosis de 0, 45, 150, 300 y 450 mg de e-PL, respectivamente.

Debido a que se presentaron 23 diferentes tipos de eventos adversos,
se realizd una clasificacibn de éstos para posteriormente comparar las
diferentes dosis de e-PL con el placebo mediante una ANOVA (Prueba de

Tuckey), de acuerdo a los resultados se observa que no hubo diferencias
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estadisticamente significativas en la presencia de trastornos de las diferentes

dosis de e-PL al compararlas con el placebo (Tabla 2).

De acuerdo a los criterios del sistema Nacional de Farmacovigilancia
los eventos adversos que se presentaron en el estudio se clasificaron como
“Leves”. Estos resultados pueden deberse a que las dosis administradas se
encontraban por debajo del NOAEL (nivel sin efecto adverso observado) cuyo
valor en ratas macho Sprague Dawley es de 1060 mg/kg (Hiraki et al., 2003). Si
se supone que para una persona de 70 kg, la maxima dosis de e-PL que se le
podria administrar sin esperar observar eventos adversos es de 74.2 g las
dosis utilizadas en este estudio se encuentran en un rango menor; esto debido

a los resultados que obtuvimos en la experimentacion preclinica.

En cada una de las pruebas estadisticas realizadas de Log Rank,
Breslow y Tarone-Ware, los resultados obtenidos del andlisis de supervivencia
de Kaplan Meier demostraron que no existe diferencia significativa en la
aparicion de eventos adversos con respecto al tiempo y a cada tratamiento; en
la Tabla 3, se muestran las significancias derivadas de estos analisis y cuyos
valores son mayores de 0.05. Por lo tanto, la falta de relacién alguna entre la
aparicion de estos eventos a lo largo del tiempo con respecto a cada
tratamiento sugiere que la e-PL es tolerable a las dosis de 45, 150, 300 y 450
mg. Por otro lado, se sabe que un gran numero de farmacos causan eventos
adversos hasta después de un largo periodo de administracion, efecto tal solo
se detecta en los estudios clinicos de eficacia. Un ejemplo de estos farmacos,
es el Orlistat, Rivera et al., 2007 continuaron monitoreando la seguridad de éste

farmaco en un estudio fase Il.
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Tabla 1. Proporcion (%) de eventos adversos presentados por los sujetos de

acuerdo al tratamiento durante las 12 semanas de evaluacion.

% de eventos adversos con los diferentes tratamientos
Placebo 45 mg 150 mg 300 mg 450 mg
e-PL e-PL e-PL e-PL

Estre 0 5 22 0 12
Naus 0 10 0 10 24
Dolor E. 0 10 0 0 0
Dia 0 5 0 10 0
PdA 0 10 0 7 0
SdH 9 0 0 7
HB 14 0 22 28 12
IED 5 20 22 7 12
DdC 18 10 0 6
SdA 9 0 0 0 0
Agru 5 10 0 0 0
SRGC 9 0 0 0 18
Gas 0 0 22 7 12
SSP 0 5 11 7 0
Temp 0 0 0 3 0
DdCu 0 0 0 3 0
MCE 14 10 0 3 0
Mar 9 0 0 0 0
AG 0 0 0 3 0
uiB 5 0 0 0 0
Erup 5 0 0 0 0
BR 0 0 0 3 0
Vom 0 5 0 0 6

Estre-estrefiimiento, Naus-nausea, Dolor E.-dolor estomacal, Dia-diarrea, PdA-pérdida
del apetito, SdH-sensacion de hambre, HB-heces blandas, [ED-inflamacién
estomacal/dolor, DdC-dolor de cabeza, SdA-sensacién de atragantamiento, Agru-
agruras, SRGC- Sensacion de retorcijones o gorgoritos/ Célicos, Gas-gases, SSP-
sensacion de pesadez, Temp-temperatura, DdCu-dolor de cuerpo, MCE-mayor
cantidad de evacuaciones, Mar-mareos, AG-ardor de garganta, UIB- urgencia de ir al
Barfio, Erup-eructos, BR- boca reseca, Vom-vémitos
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Tabla 2. Promedio de eventos de acuerdo con el tipo de trastorno,

presentados por los sujetos en cada tratamiento.

Promedio de Eventos
TG' TE? TGS® sG*
Placebo’ 2.50 + 2.1 250+26 0.50 +0.8 1.83+1.2
45 mg e-PL 1.25+15 0.75+0.9 0.00 £ 0.0 0.00+0.0
150 mge-PL | 3.00+2.2 1.00+£0.8 0.00 £ 0.0 0.25+0.5
300 mge-PL | 3.00+2.5 275122 0.50+0.6 0.50+1.0
450 mge-PL | 0.67+0.6 0.67x1.2 0.67+1.2 0.33+0.6

% Placebo: maltodextrina
! Trastornos gastrointestinales: nauseas, vomitos, dolor abdominal, perdida
del apetito, sensacion del hambre, inflamacion abdominal, célicos, gases,
sensacion de saciedad o pesadez estomacal, eructos.

2 Trastornos de evacuaciones: heces blandas, diarrea, urgencia para evacuar,
mayor cantidad de evacuaciones a lo normal, estrefiimiento.

3

Trastorno de sensaciéon de

tracto digestivo superior: boca seca,
atragantamiento, agruras, ardor de la garganta.

* Sintomas generales: cefalea, hipertermia, dolor de cuerpo, mareos.

No hubo diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) al comparar las
diferentes dosis de e-PL con el placebo.
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Tabla 3. Analisis de supervivencia (presencia de eventos adversos) de Kaplan

Meier con respecto al tiempo para cada uno de los tratamientos.

Prueba estadistica / Significancias

Log Rank  Breslow Tarone-Ware

Placebo 0.7327 0.5517 0.6265
45 mg e-PL 0.1672 0.1745 0.1702
150 mge-PL  0.1011 0.1182 0.1087
300 mge-PL  0.1434 0.2446 0.1934
450 mge-PL  0.8370 0.8430 0.8460

En la tabla se presentan las significancias estadisticas para las pruebas de
Long RanK, Breslow y Tarone-Ware propias del método de Kaplan Meier
donde se analiza la presencia de eventos adversos con respecto al tiempo
para cada tratamiento. Debido a que los valores derivados de estas pruebas
son mayores a 0.05 (P>0.05), se comprueba que no existe diferencia
estadisticamente significativa en la aparicion de eventos adversos es decir
que tuvo la misma tolerabilidad en humanos el placebo (maltodextrina) que

las dosis de e-PL.
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Por otra parte, la bioseguridad de la e-PL medida a través de los
diferentes parametros plasmaticos del paciente no presentaron modificaciones
a lo largo del estudio, ya que no hubo diferencias estadisticamente
significativas en los valores basales y finales en los indicadores de funcién
hepética (AST y ALT), renal (Creatinina) o metabdlicos (Glucosa), (Tabla 4)
por lo que se también comprueba la “Seguridad” de la e-PL en humanos al ser
utilizada en dosis farmacolégicas. Otras variables estudiadas que garantizan la
bioseguridad del paciente fueron los andlisis de biometria hematica completa y
examen general de orina, estas variables tampoco se vieron alteradas en el

tiempo de estudio (datos no mostrados).

Estos resultados pueden atribuirse a que la e-PL tiene su accién en el
intestino y solo se absorbe el 6 % de esta molécula (Hiraki et al., 2003), el cual
es degradado por la acciébn de las proteasas para liberar L-lisina y
metabolizarse como un amino&cido. La e-PL es un fuerte candidato como
farmaco para la pérdida de peso por dos causas principales, primero porque en
estudios realizados por el grupo de trabajo se observé una disminucion en la
cantidad de tejido adiposo de ratas macho Sprague Dawley que disminuye la
cantidad de tejido adiposo después de 39 dias de tratamiento con dosis de 50,
150 y 350 mg/kg de e-PL las cuales ejercieron una disminucién en la ganancia
de peso corporal de 45, 43 y 50 % respectivamente, respecto al control.
Ademas para el caso de acumulacion de grasa abdominal, esta fue 53 %
menor a la dosis de 350 mg/kg, con respecto al control y segundo, el origen
proteico de la e-PL favorece tanto la perdida de peso en sujetos obesos como
disminuye la pérdida de nitrégeno ureico (Bistrian et al., 1977). Esto también se
ha demostrado en aminoacidos, tal es el caso de la leucina en donde se
observo una disminucion en el incremento de tejido adiposo y un aumento de la
masa magra ademas de mantener un control glicémico en sujetos obesos
(Layman y Walter, 2006).
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Tabla 4. Evaluacion del perfil de bioseguridad

Tratamiento |Tiempo HB ALB

Basal 16+2.3 86+3.0 1927 16+6.9 4.80x03 1.17+£0.2
Placebo

Final 15+0.7 81+t4.7 19+28 17+2.7 4.78+0.4 0.95%0.2

Basal 15+04 82+15.7 18+2.7 13+£3.2 5.07x0.1 0.93+0.1
45 mg e-PL

Final 16+1.0 79+£3.7 14+6.1 14+£25 493x0.1 0.98+0.1

Basal 15+3.6 94+151 17+6.6 20+10.0 5.63+0.5 1.11x0.2
150 mg e-PL

Final 15+21 80+7.8 20+5.7 34+£23.3505x0.1 1.05+£04

Basal 15+1.3 8685 19+36 15+1.7 517x0.3 1.07+£01
300 mg e-PL

Finalh 14+04 81+25 17+25 24+12 4.77+0.2 1.00+£0.0

Basal 15+1.0 82+7.2 26+7.0 23+11.0 5.03x0.4 0.90+0.0
450 mg e-PL

Finah 15+0.3 86+7.8 19+21 22+17.7 5.10+0.3 0.95%x0.2

HB: Hemoglobina, GLU: Glucosa, AST: Aspartato Amino Transferasa, ALT:
Alantato Amino Transferasa, ALB: Aloumina y CREA: Creatinina.

No existen diferencias significativas entre los valores iniciales y finales para

cada variable entre los tratamientos (P<0.05, analisis de ANOVA)
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7. CONCLUSION

La e-PL es tolerable a las dosis analizadas en el tiempo de 12 semanas
en sujetos sanos no obesos. Aunado a esto se encuentra el hecho de que no
hubo diferencias estadisticamente significativas con respecto al tiempo en el
perfil de bioseguridad (Hemoglobina, Glucosa, ASL, ALT, Albumina y
Creatinina) y por lo tanto se tiene la suficiente informacién cientifica para iniciar

el estudio de eficacia en sujetos obesos (Fase II).
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9. APENDICES

Apéndice 9.1 Carta de Consentimiento Bajo informacién por escrito

CARTA DE CONSENTMIENTO BAJM INFORMACKIN POR ESCRITO
Universidad Autoroma de Guendam: Faoulad de Clendcias Mahmales: Maestiia en Mubrickon Humana

b usted e le hainvitado a padicipar en el proyecto titulade ~  Svakaciir o B fokerahiobo oe B
& Follsn, como posible fBrmace para of irsfamicrto oe B obesBad ™ |, antes de aceptar es
importante que ertienda claramente de qué se trata el estudio, ésta fomna de consentimiento bajo
irfomnacion puede contenerpalabraz o témiinos que usted no camprenda, por favorpida ala persona
que la esta entreviztando que le explique cualquier duda. Esté seguro en su decizidn sobre padicipar
en el estudio v no firme esta fomna de consentimiento bajo infornacidn hasta que todas sus dudas le

zean aclaradas yse encuentre convencido de querer participar en el estudia.

FROPOSITO Y DESCRIPCION DEL ESTUDNO:

La obesidad ez el exceso de graza acurnulada en el cuerpo que por lo general, se we acompafada

porun incremento de pezo.

El exceso de grasa en el arganizmo, principalmentz en el irea del abdormen tiene conzecuencias
importantes en la salud pues las perzonas son mdas susceplibles a presentar enfermedades como
diabetes, hipedipidemia [nivel alto de diferentes tipos de grazas en sangre] e hiperenszion arbedal
[preszidn zanguinea alta] entre otras cozas.

Laz estrateqgias que se utilizan para el tratamiento de la obesidad incluyen dietas bajaz en calorias,
rodificacidn en el estilo de wvida porunincremento en la acividad fizsica y tratamientos famnacoldgicos
los cuales ayudan a que la pérdida de pezosea en el menor iermpo posible.

Este estudio clinico, en el cual se le hainvitado a padicipar. se encuentra en la Fase |, lo cual indica
que es uno de los primeros estudios que se realizan en seres humanos después de una serie de
enzayos en labaratorio v en animalez. La finalidad es probar diferentes dosiz de tratamiento para
evaluar aquella que sea mas wlerable para el arganismo, definir e identificar la naturaleza de las
reacciones que se pudieran presentar, asi como demostrar la seguridad del compuesto para
establecerlas dosiz para futuros estudios w aplicaciones.

El estudio e efectuard en 20 sujetos sanos mujeres v hombres que tengan entre 18 v 40 afios de
edad alinicio del proyects w que preserten un indice de masza coporal entre 2025 kg, [El indice
de rmasza corporal ez la relacidén entre pezo w estatura al cuadrado para indicamos i estamos en
estado nomnal, sobrepeso u obezidad].

Siusted da su consentimiento ¥ e elegido, paricipara en el estudio durante de 12 semanas como
ma<imo, en donde serd necesano realizarle vanos estudios tanto médicos como de nutricion; par la
pare médica sele realizara: una historia clinica, explaracian fizica, medicidn de signos vitales, se le
tormard un electrocardiograrna  y finalmente se le tormard una muestra de sangre para realizar un

andliziz bioquimico.
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Forla parte de nuticion se le realizard una frecuencia de alimentos [a cualindica el fipo de alimentos
que usted estid acasturnbrado a consumir] y un record atoio de 24 horas el cual indica la cantidad de
alimentas que consume enun dial asimismo se le tormara su estatura v peso.
B usted sele asignard al azar uno de los siguientes tratamientos que se pretendan probar tomando
encuenta suedad v sexo.

. Grupo &, 45 mg =polilisin

- Grupo B. 150 g =poalilizsina

. Grupo C. 200 mg z-polilisina

. Grupo 0. 450 mg z-polilisina

- Grupo E. Placebo
Usted no conocerd en que grupo de tratamients se encuentra incluide, sin embargo esta infarmacian
podrd ser obtenida en caso que se requiera. Usted no podrd cambiar de tratamiento durante e
eshidio.
Los tratamientas son capsulas que contienen un compuesto lamado spolilizing o placebo [aquel
compuesto que no causa dafo wno iene el famiaco]los cuales se deberdn de consurir tres veces al
dia después del desayuno, cornida wcena,
El tratamiento le serd reparido en cantidad suficiente de forma geated® por el encargado de su

evaluacian.

PROCEDMIENTO

Una vez que usted haya dado su consertimiento para pariciparen el provecto, deberd azistir en cada

una de las wisitas que a continuacidn se mencionan al consulorio médico ubicado en Mevado de

Calima #2412, col: Palmas el procedimiento a seguir ez el siguiente:

Visih de selecovn Semana -1} En esta visita usted deberd presentarse para una entrevista donde
se le pedirdn algunos datos de interés para el estudio postefomients se le realizard un examen
médica, se le tormardn sus signos vitales [frecuencia candiaca, frecuencia respiratoria, presidn
sanguinea]w un electrocardiograma.

FPosteiomenta se le fornard una ruestra de sangre de aprosdirnadarnente 15 & 20 mbl para evaloar
albirmina, creatinina, ST, ALT, tiglicéridos, colesteral fotal, HOL, LOL, WLOL, glucosa v biometria
hematica, usted deberd estar en ayuno de porlo menos 12 h,

Finalmente se letorard el peso v latalla [estatural.
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Tadalainfomnacidn que se recopile de esta visita senird para asequrarnos que usted cumple conlos
requizitas para paricipar en el estudio, en caso de que el especialista encuentre alguna anomalia en
sus resultados le avisard y usted podra ser azesorado.

Siusted no cumple con los requisitos para participaren el estudio, el médica le explicard el motiva y
automn dticamente usted dejard de padicipar en el estudia.

Durante el estudio, el coordinador estard constantermente en comunicacidn con usted wa sea
persanalmente o via telefdnica con la finalidad de identificar a tiermpo cualquier reaccion adversa que
se preserte durante el iempo que paricipe en el estudio, ademas a usted sele entregard un diario

para que pueda registrar cualquier sintorna que se le presente durante el estudio.

Vigia de asignacon e iaxbmene Semana 3F Si usted es elegido para entrar al estudio, se le
realizard una entrevista para wer su peril nutricional, en donde se le realizard un cuestionario
recardatorio de 24 horas. Se le pedird que en su dieta diafda con el 20% de graza [que es la canfidad
que generalmente la mayoria de la gente consume] del fotal de las kilocalorias que usted va a
consumir. Para ello contara con la asesoria de una nutidloga. Es importante que usted :e
comprormeta 3 cumplir con la cantidad de grasa que e leindica.

Una wez que usted no tenga dudas en el procedimiento nuticional, se le azsignard el tratarmiento v un
diafio para que anote cualquier reaccidn que presente aungue usted la considere nomial. Si usted

persiste con alguna molestia, debard avizarinmediatamente al médico principal.

Vigia de seqamiere de fvkemoca & medicanexde Semana 1. Z 3 4 y B Usted debera
presentarse en el centra a la medicidn de su peso y talla. El médico encamgado del estudio le
prequntard si ha presentado algun ewento adwerso y le redird su presidn arerial, frecuencia
respiratoiay cardiaca.

En caszo de prazentar alguna duda acerca de cdme cumplir con la ingesta del 20% de grasza, se le
oriertard cuantas veces sea necesario.

En la: semanas 4 ¥ 8 usted debe acudir en ayuno de 12 b wa que se la tormard una ruestra de

sangre para deteminar glucosa, triglicéndos, colesteral total v HOL
Vicda de ¥oal de ivkeancia 3 medicameme femana 12}

Esta sermana es la dhirma en la que usted tornard el tratamiento, en esta visita ze la realizaran las

mizmas evaluacione: mencionadas en la semana-l
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Vizila de cere pestiaianeme f5emana 14}

En esta wista usted asziztird al centro para que el médico evalde la adaptacidn y las reacciones que

usted ha tenido al dejar de tornar el tratamiento.

INFORMACION PARA MUERES EN EDAD REFRODUCTIVA

Durante su participacion en el estudio debe ewitar un embarazo wa que la s-polisizing serd wilizada
por prmera wez a dosizs famnacoldgicas w no hay ninguna referencia que en hurmanos exista algdn
events adwerso, las mujeres que deseen la posibilidad de quedar embarazadas en el iermpo que dure
el estudio no podran paricipar: durante el estudio se le recornienda ufilizar un método anticonce pliva
efectivo o bien abdinencia sexual.

Siusted [an el caso de ser mujer] quedara embarazada durante el desarralla del estudio, le deberd
de avizara sumédico oe fnmeciate. El medicarento del estudio se le suspenderad de foma definitiva

debido alos posibles fesgos para su babé,

RIESG0S DE ESTE ESTUDID CLINICO EN FASEI

Los fiesgos para este ipo de estudio son minimos, pero usted debe considerar que puede existir otro
riezgqo desconocido, prncipalmente porque ez [a primera wez que e administra -polilizina a dosis
farmacoldgicas en sere: humanos, a pesar se utiliza comdnmente en paise: aszidticos como
retabolito de alimentos femnentadas v estd reconocida camo GRAS #1325 [generalmente reconocido
como sequro] porla FOA [Food and Orug Bdrinistration], usted debe considerar que muchas veces

loz estudios prewvios en laboratorio w animales no son totalmente extrapalables al hornbre.

Usted debe zaberque la =polilizina ez un polimera de L-Lisina el cual ez un aminodcido esencial, es
decir que no & produce en el arganismo y es necezarnio consumido en la dieta; la e-polilizsinag ez una
malécula inocua [que no causa dafio]. &= mizsmo, se han realizado experimentos de mutagenicidad
enlos cuales estd demostrada que la s-palilizinag no ez mutagénica [zustancia que no altera de forma
pemianents el L0M de las célulasz).

Existe una fuere evidencia que demuestra que la =polilising no causa foxicidad en funciones
inrunalagicas, neuraldgicas w de reproduccion, v tampaco en el dezarmlle del embridn v del feto en

dos generacionez.

4de?
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Sin embargo, aunque las dosis que se ufilizardn en el presente estudio guardan un rango de
seqguridad respedo a lo encontrade en lo: animales de laboratorio, puede encontrarse algunasz
rnoleztias al consurnir el tratarienta.

Laz molestias que pueden presentarse al consumir la =-polilizina son principalmente de naturaleza
gastrointestinal, que incluyen la apancidn de diarrea, dolar abdominal, flatulencia, gases w wamito.
Tarmbién podrian presentarse problernas de mala absorcidn de vitaminas liposolubles [&, E, K, v D]
Fara evitar riesgos innecesarios, el tratamiento que se le otorgue deberd ser consumida dnicamente
por usted w en la forma que le sea indicado, recuerde que estd pardicipando en un estudio de
irvestigacion en el cual se estd probando la tolerabilidad de un nuewo farmaco para la obesidad v
dezconocernos los efectos adversos que pudiera ocasionar el tratamiento.

Latorna de otros medicamentos puede sernecesaria para el tratamiento de otros problernas médicos
que padezca, pero e:s indizpensable que usted le infomne al médico del estudio cualquier
rmedicarmento adicional que consuma, molestias o eventos adwersos que presente.

Cualquier cambio en los fdesgos que puedan presentarse en el estudio, se le comunicaran

inmediatamente.

TRATAMIENTO MEDICO EN CASO DE EVENTOS ADVERSDS

Si usted llegara a sufir algin ewents adwerso como resultado directo de los tratamientos

adrinistrados en este estudio se le brindard la atencidn médica necesaria en la institacidn
paricipante. Un especialista [gastroenterdlogo] se encargard de otorgade atencidn medica.

Usted podra asistir a la Unidad de atencidn de urgencias dentro de la clinica de Sands Ganbara oe &3
Univeida e Aviinoma de Guestar JUAG)

BEMEHACIOS DE 5U PARTICIPACION EN EL ESTUDIO:

Con su paricipacion contribuird a la generacidn de infomnacion necesana para desarmllar un nuewvo

tratariento para la obezidad que puede ayudar, en un future a sujetos con problernas grawves poresta
causa, la cual se estd incrementando drasticamente en México v a Hivel Mundial.

Como paricipante del estudio, usted obtendrd el beneficio de un andlizis minucioso de nuticidn,
médice y bioquimico completamente personalizado w gratuito evaluande su estado actual v su
progresa hasta el final del estudio. Bdemas, con la entrega de su plan de alimentacidn, recibird
matefales que le apoyaran para apegarse a su dieta de la mejor manera posible, esto le ayudard a

carbiar suz habitos de alimentacion,

dde?
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CONFIDENCIALIDAD:

El grupa de investigadares martendrd los expedientes con lainfomnacian que se obtenga totalments
de manera confidencial. El comité de éica que revisd este prowecto y los calaboradares del estudio
también podrén tener acceso a esta infomnacion. El grupo de investigacidn sdlo proparcionara

infomnacian que no lo idertificard personalmente.

INFORMACION DE CONTACTO:

Si fiene alguna prequnta acerca de sy paricipacidn o desea la opinidn de ofra persana fuera del

eshudia, puede consultar al médica de su preferencia. Si usted fiene cualquier prequnta acerca del
prowecty, o en caso de una emengencia puede preguntar a los inwvestigadores que continuarente
estardn en contacto con usted.

Cualquier inforracidn achualizada que pueda afectar en su decizidn de sequir padicipando en el

provects sele comunicara inmediatarnente.

5U PARTICFACKIN ES WOLUNTARIA:

Su paricipacidn ez waluntana yes su decizsion padicipar en el estudio, en cualquier momento esta en

su derecho de abandonarla. Si usted acepta paricipar, se compromete a proporconar infarmacian
waraz y zeguirlas instrucciones del estudio como le sean dadas. Siusted no cumple laz instrucciones
su participacidn puede terminar, sin sy conszentimiento, bajo el chiterio del investigadar. Sdlo debe
ingrezaren este estudio i su plan actual ez cortinuar hasta el fin del mizmo.

Sies necesano interrurnpir el tratamiento wteminar su padicipacion en el estudio e le pedird asistir a
las vizsitaz restantes, para evaluar su condician.

Sidecide noingrezar al estudio no se afectard en ningdn aspecta su decisidn.

EL CONSENTMIENTO A PARTICIPAR:

“ro entiendo que mi paricipacidn es voluntaria v que tenga el derecha de no aceptar a paticiparen el

proyvects. Entiendo que puedo refirarme del estudio en cualquier rmormento.

EL CONSENTMIENTO:

“ro he leido o me han leido esta informnacidn v se me ha dado la oporunidad de hacer preguntas
sobre el proyacto, Laz respuestas amis preguntas fueron zatisfactonas. Se me ha dado una copia
de este consentimienta para llevamela. Libremente y sin presidn alguna doy mi consenfimienta para

padicipar en el estudio.

Ede?
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PARTICIPANTE
Mormbre del paricipante:

Firmna del padicipante: Fecha de firma:

Oornicilio del paricipante:

Teléfonos del paricipante:

TESTIGO1
Mormbre tesigod

Firrna testigo 1: Fecha de fimna:

Dornicilio testiga 1

Teléfana(s]testigad: Farentesco con el padicipante:

TESTIGOZ
Mormbre tedigo 2:

Firma testigo 2: Fecha de fimna:

Ooricilio testigo 2:

Teléfono(s] testigo 2: Farenteszco con el paricipante:

DECLARACION DEL INVESTIGADDR.

o o mi reprezentante agtonzado hemos discogido con el padicipante o su represzentante legal

autorizado, la naturaleza y propdsito de este estudio, asi coro los posibles fesgosy beneficios de su
paricipacian. Considero que el paricipante wo su representante legal han recibide la informacidn

cornpleta con un lenguaje cormprensible v apropiade, v que entendieron esta explicacidn.

RESPONSABLE DE LA INFORMACION AL PACENTE

Firmna del Investigadar;

Fecha de la fimna:

Mormbre delinvestigador:

CODIGOD DE IDENTIACACION DEL PARTICIPANTE

fde?
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Apéndice 9.2 Clasificacion de los eventos adversos

A) Causalidad

Cierta. Consiste en un nuevo evento que ocurre en un tiempo
razonable posterior a la administracion del medicamento y que
no puede evitarse por la evoluciéon natural del padecimiento,
una patologia concomitante o a la administracion de otros
medicamentos.

Probable. Consiste en un evento que sigue una secuencia de tiempo
razonable desde la dltima administracion del medicamento y
que dificilmente puede atribuirse a la evolucion natural del
padecimiento, patologias concomitantes a la administracién de
otros medicamentos. Al suspender la administracion del
medicamento(s) sospechoso(s) se obtiene una respuesta
clinica razonable. No es necesario readministrar el
medicamento.

Posible. Consiste en un evento que sigue una secuencia de tiempo
razonable desde la ultima administracion del medicamento, al
cual también puede atribuirse a la evaluacion natural del
padecimiento, patolégicas concomitantes o a la administracion
de otros medicamentos. No se dispone de la informacién
relacionada con la suspension de la administracién del
medicamento sospechoso o bien ésta no es clara.

Dudosa. Consiste en un evento que sigue una secuencia de tiempo
desde la ultima administracién del medicamento que hace la
relacion de causalidad improbable (pero no imposible), lo que
podria explicarse de manera aceptable por ser parte de la
evolucion natural del padecimiento, o bien debido a la
presencia de patologias concomitantes 0 a la administracion
de otros medicamentos.
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B)

Intensidad de la manifestacion clinica (severidad)

Leve. Se presentan con signos y sintomas facilmente tolerados, no
necesitan tratamiento, ni prolongan la hospitalizacién y pueden
0 no requerir de la suspension del medicamento.
Moderado. Interfiere con las actividades habituales (pudiendo
provocar bajas laborales o escolares), sin amenazar
directamente la vida del paciente. Requiere de tratamiento
farmacoloégico y puede o no requerir la suspension del
medicamento durante la reaccion adversa.
Grave (serio). Cualquier manifestacidbn morbosa que se presenta con
la administracién de cualquier dosis de un medicamento y que:
e Pone en peligro la vida del paciente puede ser la pérdida
excesiva de peso, estados anormales de desnutricion o
cualquier otro estado fisiolégico que el médico asi lo
determina.

e Hace necesario hospitalizar o prolongar la estancia
hospitalaria

e Es causa de invalidez o de incapacidad persistente o
significativa

e Es causa de alteraciones o malformaciones en el recién
nacido

Letal. Contribuye directa o indirectamente a la muerte del paciente.
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Apéndice 9.3 La documentacion contenida en la Carpeta Regulatoria

a. Documentacion regulatoria:
o Respuesta del comité de ética en el primer sometimiento
o Enmienda al protocolo
o Carta de Aprobacién del Comité de Etica

b. Protocolo del estudio, Carta de Consentimiento bajo informacién por
escrito
c. Documentacion “Staff del estudio”
o Registro del Staff
o Contactos telefénicos

o Curriculums Vitae

d. Documentacion “Monitoreo”
o Plan de monitoreo
o Reporte de monitoreo

o Registro de Visitas de Monitoreo

e. Documentacion “Producto en Investigacion”
o Asignacion de tratamientos
o Certificados del Producto
o Correos de respaldo donde el patrocinador asigna el tratamiento

f. Manual de Procedimientos del Estudio
g. Anexos del Manual de Procedimientos del Estudio
o Técnicas de analisis

o Reporte de calibracion
h.  Formatos del Estudio

o Escrutinio

o Asignacion al azar
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Semana 1 (Seguimiento)
Semana 2 (Seguimiento)
Semana 3 (Seguimiento)
Semana 4 (Seguimiento)
Semana 8 (Seguimiento)
Semana 12 (Seguimiento)

Semana 14 (Post-tratamiento)

Termino de la participacion en el estudio
Desviaciones al Protocolo

Nota Aclaratoria

Eventos Adversos

Recordatorio de 24 h

Criterios de Seleccion

Registro de Citas

I Reglamentos y Normas Aplicadas en el Estudio

O

O

O

Manual de Buenas Practicas en Investigacion Clinicas
Reglamento de la Ley General de Salud
NOM-168-SSA1-1998, Expediente Clinico
NOM-220-SSA1-2002, Instalacion y Operacién de

Farmacovigilancia
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