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DESCRIPCION

Composicién farmacéutica que contiene GHRP-6 para prevenir y eliminar las fibrosis y otros depésitos patologicos
en tejidos

Campo de la técnica

La presente invencion se refiere al campo de la industria farmacéutica y la medicina, mas especificamente al uso de
péptidos secretagogos que cuando se administran repetidamente como composicion farmacéutica previenen y
eliminan los depdésitos patoldgicos de material fibrético en tejidos parenquimatosos internos como en el higado, los
pulmones, el eséfago, el intestino delgado, los rifiones, los vasos sanguineos, las articulaciones y otras formas
sistémicas de fibrosis cutanea de cualquier etiopatogenia.

Estado de la técnica anterior

Los procesos de fibrosis comprenden un grupo de entidades patolégicas de caracter mono-organico o sistémico que
se caracterizan por el dep6sito anormal de matriz extracelular en el parénquima de casi todos los 6rganos internos,
los vasos sanguineos o la piel. Estas se consideran una consecuencia de acontecimientos autoinmunitarios
complejos o de respuestas intersticiales a eventos imitativos e inflamatorios prolongados. En sentido general, se
produce un deposito excesivo de material colagenoso en el parénquima por células intersticiales efectoras o a partir
del material estromatico expandido que oblitera el tejido funcional. Las células efectoras de estos procesos son de
origen mesenquimatoso y suelen ser bastante especificas de acuerdo con el tejido afectado. En sentido general se
ha implicado a los mio-fibroblastos como causa de fibrosis patolégicas. Los mecanismos que favorecen la
implantacion de las fibrosis son complejos, y resultan adn poco conocidos. De todas formas, con independencia del
organo diana se considera que participan en estos acontecimientos el factor de crecimiento transformante de tipo
beta (TGF-B), el factor de crecimiento derivado del tejido conectivo (CTGF) y del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF). Las fibrosis a largo plazo son generalmente mortales y no hasta hora no existe una cura. A
continuacion, los autores abordaran algunos aspectos técnicos referidos a los procesos de fibrosis en algunos
organos (Ding J, Yu J, Wang C, Hu W, Li D, Luo Y, Luo H, Yu H. Ginkgo biloba extract alleviates liver fibrosis
induced by CCl4 in rats. Liver International 2005: 25: 1224-1232.) (Friedman 8L. Reversal of hepatic fibrosis - Fact or
fantasy? Hepatology. 2006 Jan 30;43(81 ):882-888)

Fibrosis hepatica

Cuando se ocasiona un dafio en el higado, la respuesta inflamatoria y la remodelacion de la matriz extracelular (ME)
restauran la funcion y la arquitectura normal de este 6rgano. Sin embargo, cuando el dafio persiste, existe una
alteracion del equilibrio de los factores implicados en la reparacion y resolucion del problema altera la refutacion de
la ME y estimula la sintesis excesiva de sus componentes. El higado es el principal 6rgano involucrado en la
regulacion del metabolismo, en la filtracion de la sangre y en la regulacion hormonal. Las células estrelladas
hepaticas (HSC) se localizan en el espacio que se forma entre las células endoteliales y los hepatocitos, llamado
espacio de Disse o espacio sinusoidal, desde donde rodean a las células endoteliales con sus largos procesos
citoplasmaticos. Las HSC son capaces de sintetizar y secretar componentes de la ME y representan una fuente
importante en procesos fibréticos. Almacenan esteres de retinilo, sintetizan factores de crecimiento y otras citocinas,
ademas de su papel en la regulacion del flujo sanguineo sinusoidal. Las HSC pueden pasar de un estado quiescente
a un estado activo inducido por la secrecién paracrina de citocinas proinflamatorias, por la produccién de especies
reactivas del oxigeno o bien por cambios en la estructura de la ME que afectan al fenotipo celular. Durante su
activacion, las HSC se diferencian en miofibroblastos de forma alargada, que expresan a-actina de musculo liso y
pierden el retinol almacenado. En este estado las HSC adquieren nuevas propiedades que les ayudan a mantener y
amplificar la respuesta inflamatoria: capacidad proliferativa, contractibilidad, produccion de citocinas y principalmente
la sintesis y secrecion de componentes de la ME. Entre los principales factores que estimulan la produccion de
proteinas de la ME en HSC activadas esta el TGF-3, sintetizado principalmente en la fase de activacion por células
de Kupffer; en la fase de perpetuacion se produce TGF-B principalmente por las HSC, lo que soporta la activacién
continua. En sentido general, cualquiera de las formas de induracion fibrética del higado es incompatible con la vida
(Hepatic Failure. Ultima actualizacion 3 de septiembre de 2004. Editor(es): David Eric Bernstein, MD, Chief, Section
of Hepatology, North Shore University Hospital, Director, Associate Professor, Department of Internal Medicine,
Division of Hepatology, New York University School of Medicine; Francisco Talavera, PharmD, PhD, Senior
Pharmacy Editor, eMedicine; Oscar S Brann, MD, Associate Clinical Professor, UCSD School of Medicine; Program
Director of Gastroenterology Fellowship, Department of Internal Medicine, Naval Medical Center San Diego; Alex J
Mechaber, MD, FACP, Director of Clinical Skills Program, Assistant Professor, Department of Internal Medicine,
Division of General Internal Medicine, University of Miami School of Medicine; and Julian Katz, MD, Professor,
Department of Internal Medicine, Division of Gastroenterology, MCP Hahnemann University) (Sarem M. Hepatic
stellate cells: it's role in normal and pathological conditions. Gastroenterol Hepatol. 2006 Feb;29(2):93-101)

Fibrosis Pulmonar

La fibrosis pulmonar es una enfermedad de progresiéon lenta que también incluye diversas entidades.
Histoldgicamente, se caracteriza por una heterogeneidad temporal de las lesiones, predominando los fibroblastos.
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Aunque la secuencia de eventos en la patogenia de la fibrosis pulmonar esta bien documentada, hay poca
informacién sobre los mecanismos exactos envueltos en el dafio inicial. Los factores inmunoldgicos, principalmente
autoinmunitarios, se consideran relevantes. También se ha implicado a los factores genéticos. Microscopicamente,
una propiedad constante comprende el cambio hiperplasico en las células epiteliales alveolares (neumocitos tipo 2)
con nucleolos prominentes y citolégicamente atipicos, que a menudo imitan una infeccion viral. Es posible encontrar
inclusiones tubulares intranucleares ultraestructurales. El proceso de depdsito de la ME vy, particularmente, del
material colageno en el parénquima del pulmén va insidiosamente deteriorando su arquitectura, colapsando
bronquios y alveolos, que, en Ultima instancia, dejan de funcional y comprometen la ventilacién pulmonar, EL TGF-a
esta implicado como una de las principales citocinas que orquestan este proceso. Los mio-fibroblastos son las
células efectoras productoras de ME (Medranda Gomez MA, Paricio Nunez P, Tovar Martinez A, Ferrer Marin F,
Gonzalez Martinez P, Garcia Puche MJ. Pulmonary fibrosis. Rev Esp Enferm Dig. 2005 Nov; 97(11 ):843-4)

Fibrosis sistémica cutanea o Esclerodermia

La Esclerosis Sistémica (ES) es una enfermedad extremadamente compleja. Hasta ahora no existe ninguna teoria
plausible de explicar su patogenia. No obstante, se han documentado anomalias fundamentales en fibroblastos,
células endoteliales y células del sistema inmunitario, en particular linfocitos B y T. Alteraciones funcionales en estas
células estimulan la triada tipica de cambios patoldgicos en la ES: fibrosis progresiva cutanea y visceral, obstruccién
de las luces de arterias pequefias y arteriolas, y anomalias inmunitarias. Las alteraciones de la inmunidad humoral y
celular desencadenan la secrecién de cantidades grandes de anticuerpos, algunos de ellos especificos de la
enfermedad, afectan a la infiltracion de células mononucleares en los tejidos y la alteracion de la regulacion de la
produccién de citocinas y factores de crecimiento. Hasta ahora no se ha aclarado cual de estas alteraciones es el
principal acontecimiento desencadenante de la enfermedad o si todos ellos se entremezclan para producir el
proceso fibrético progresivo de la ES. No obstante, un componente patogénico clave comprende la activacion
persistente y de regulacion alterada de los genes que codifican varios tipos de colageno y otras proteinas de EM en
fibroblastos de pacientes con ES. Esta es la principal diferencia entre los fibroblastos normales capaces de una
cicatrizacion normal de las heridas y fibroblastos en la ES con una produccién incontrolada y depdsito de colageno,
que tiene como resultado fibrosis patoldgica en el érgano afectado. De nuevo, el TGF- es uno de los factores de
crecimiento que parecen estar muy implicados en la fibrosis tisular de la ES. Uno de los efectos mas importantes
comprende la sintesis de varios tipos de colageno y otras proteinas de EM como la fibronectina. Los fibroblastos de
pacientes con ES expresan niveles elevados del receptor de TCF-B sobre sus superficies, responsables
seguramente del incremento de la sefial inducido por el TCF-B y el incremento de la produccion de colageno. Esta
enfermedad también es mortal de forma irreversible (Steen V. Targeted therapy for systemic sclerosis. Autoimmun
Rev. 2006 Feb; 5(2):122-4).

Nefroesclerosis diabética o Nefropatia diabética

Casi todos los pacientes diabéticos desarrollan engrosamiento de las membranas basales glomerular y tubular a los
2 o0 3 anos del diagnostico de la enfermedad. Algunos de ellos llegaran también a desarrollar expansion del
mesangio glomerular y fibrosis intersticial, las marcas patoldgicas de la nefropatia diabética progresiva. Con el
tiempo, la nefropatia evoluciona y clinicamente se manifiesta como la aparicién de proteinuria, hipertensién e
insuficiencia renal. Existe una buena correlacion entre la expansiéon de la regién del mesangio, la severidad de la
fibrosis intersticial y la arteriosclerosis, con el descenso de la tasa de filtracion glomerular. Ello tiene como
consecuencia que la expansion mesangial reduce la filtracion glomerular por oclusién de los capilares glomerulares y
disminucion del area efectiva para la filtracion. De la misma manera, la fibrosis tlbulo-intersticial altera la
arquitectura y funcion tubular y ello conduce a insuficiencia renal. En esta enfermedad también se ha establecido el
papel del TGF-beta en la orquestacién de los procesos fibrosos que ocurren el rifién de los pacientes diabéticos.
Esta enfermedad tiene un curso progresivo, insidioso y termina con la vida del paciente por Insuficiencia Renal
(Cohen, M. P., Ziyadeh, F. N., Hong, S. W., Shearman, C. W., Hud, E., Lautenslager, G. T., Iglesias-de la Cruz, M. C.,
& Chen, S. (2002). Inhibiting albumin glycation in vivo ameliorates glomerular overexpression of TGFbeta etal.
Kidney Int, 61: 2025-2032), (Ziyadeh, F. N., Hoffman, S. S., Han, D. C., 20 Iglesias-de la Cruz, M. C., Hong, S. W.,
Isono, M., Chen, S., McGowan, T. A., & Sharma, K. (2000). Long-term prevention of renal insufficiency, excess
matrix gene expression and glomerular mesangial matrix expression by treatment with monoclonal anti-TGF-beta
antibody in db/db diabetic mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97: 8015-8020)

Fibrosis del Pene o Enfermedad de Peyronie

Conceptualmente la enfermedad comprende una cicatriz patoldgica de la albuginea peneana (tunica albuginea) de
los tejidos eréctiles que puede ocasionar en estado de reposo retraccion del 6rgano, y en ereccion, curvatura y
retraccion. A pesar de no poder precisarse el inicio de la enfermedad, la mayoria de los autores coinciden en que la
degeneracion fibrética de la tunica albuginea esta precedida por un fenémeno inflamatorio que podria estar
desencadenado por un proceso vasculitico, inmunolégico, un traumatismo, o una colagenopatia. Se describe un
primer periodo de invasién donde la placa fibrética puede progresar en forma silenciosa denotando la curva o la
retracciéon del pene, presentando dolor en la ereccién o durante la penetracién. Los sintomas que predominan son
los originados por la fibrosis. Algunos pacientes pueden presentar, ademas, asociadas con estos sintomas, la
fibrosis del cartilago del bulo de la oreja. Aunque no es una enfermedad mortal, compromete seriamente la calidad
de vida de los pacientes. Nuevamente se invoca al TGF-beta como agente inductor o amplificador de la base
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molecular de la enfermedad (Jakut M. New discoveries in the basic science understanding of Peyronie's disease.
Curr Urol Rep. 2004 Dec;5(6):478-84)

Enfermedad Microvascular cerebral

La vasculopatia se ha identificado en cerebros por ejemplo de pacientes aquejados de la Enfermedad de Alzheimer
como un marcador que puede representar un importante factor patogénico en esta enfermedad y otras formas de
demencia. La distribucién laminar y regional de las lesiones vasculares se correlaciona con la presencia de ovillos
neurofibrilares y placas seniles. Hace mas de 100 afios se describié por primera vez anomalias morfologicas en los
vasos cerebrales de los ancianos, que consistian en rigideces, tortuosidades y ensortijamiento. Hace menos de 20
anos estos apuntes han recibido total respaldo en tanto que se ha descrito que los capilares del hipocampo senil se
distorsionaban mas con la edad que los grandes vasos. A nivel ultraestructural, se distinguen: (a) inclusiones
membranosas dentro de la membrana basal; y (b) depésitos microvasculares de colageno (fibrosis) 0 engrosamiento
de los componentes de la membrana basal. Con la edad se produce un marcado incremento de la degeneracion de
pericitos en los capilares. Los dep6sitos de fibras de colageno en el interior de la membrana basal han sido
observados en el cerebro de mamiferos. La periodicidad de 64 nm en estas fibras permitié identificar la naturaleza
colagénica de esta fibrosis microvascular, con asiento entre el endotelio y los pericitos o en la cara externa de la
membrana basal. El engrosamiento de la membrana basal y los dep6sitos de colageno son similares en ratas y
seres humanos con la edad y se considera que estos procesos de degeneracion esclerosis fibrética de la
microvasculatura cerebral es la base anatémica de los procesos demenciales en general. Estas enfermedades se
empeoran clinicamente en la medida que la circulacion cerebral se dificulta por la oclusion de las redes arteriolares y
terminan provocando la ausencia de toda vida de relacién social coherente y de actividad cognitiva.

El papel de la enfermedad vascular en la patogenia de la demencia esta siendo revalorado en el momento actual en
tanto que se sugiere que mas del 50% de los pacientes con demencia tienen algun estigma de enfermedad vascular
cerebral. Existen otros procesos neurocerebrales de tipo demenciales no de tipo Alzheimer en los que la persona
experimenta serio deterioro de la memoria, el aprendizaje y de las habilidades en general. EI mas representativo de
estos procesos es tal vez la leucoencefalopatia arterial cerebral autosémica con infartos subcorticales
(CADASIL) .La enfermedad no tiene una base molecular y celular comprendida. No obstante se conoce que las
arteriopatias dadas por depésito de material granular osmdéfilo que va paulatinamente ocluyendo la luz de las arterias,
provocando focos de isquemia en el cerebro con el posterior episodio de infarto. La pérdida de la viabilidad neuronal
por los microinfartos lleva al deterioro de la actividad nerviosa superior del cerebro, y por tanto a un estado de
senectud y demencia (Nakanao I. The function and integrity of the neurovascular unit rests upon the ihtegration of
the vascular and inflammatory cell systems. Curr Neurovasc Res. 2005 Dec;2(5):409-23. ;Mott RT. Neuropathology
of Alzheimer's disease. Neuroimaging Clin N Am. 2005 Nov;15(4):755-65.

Otros procesos degenerativos. Deposicion de Beta Amiloide.

La enfermedad de Alzheimer, la demencia de mayor prevalencia en mayores de 65 afios, es una de las principales
causas de muerte en este grupo de edad. Aunque el origen de la enfermedad aun no se conoce, los cerebros de los
pacientes de Alzheimer presentan acumulo de diversos tipos de proteinas dentro y fuera de las neuronas que
estarian relacionados con la enfermedad. La beta amiloide es una de esas proteinas que ayuda a la formacién de
depdsitos cerebrales extracelulares a medida que se envejece. Las placas consisten en un ndcleo compacto de la
proteina beta-amiloide. El riesgo para desarrollar una demencia se ve fuertemente asociado al polimorfismo de la
apolipoproteina E. Apo-E En el cerebro, la Apo-E interacciona con la proteina beta-amiloide, y la Apo-E4 se asocia
con un depdsito aumentado de beta-amiloide y un mayor nimero de ovillos neurofibrilares.

Tanto la atencién como los procesos de la memoria y de aprendizaje son los puntos de afectacion de las funciones
cerebrales mas llamativamente afectadas en la enfermedad de Alzheimer como modele de las enfermedades
demenciales que cursan con acumulacion de beta-amiloide. Hasta ahora, existe un Unico farmaco aprobado por la
FDA para el tratamiento del déficit cognitivo de la enfermedad de Alzheimer. La proteina beta-amiloide tiene efectos
necrogénicos sobre las células cerebrales, mediado por la accién de los radicales libres. El dep6sito de beta-
amiloide en el parénquima cerebral es un hecho distintivo de la patogenia de la enfermedad de Alzheimer, aunque
también ocurre en menor grade en el envejecimiento normal.

La reduccién de la sintesis de la forma neurot6xica de la proteina beta-amiloide pueden atenuar el proceso que
contribuye al dafio neuronal en la enfermedad de Alzheimer. Asi mismo su eliminacién del cerebro y su posterior
excrecién contribuirian a la mejora de las funciones nerviosas superiores de los pacientes. La enfermedad de
Alzheimer deteriora severamente la calidad de vida del paciente, y no tiene cura hasta el presente (Gurol ME.
Plasma beta-amyloid and white matter lesions in AD, MCI, and cerebral amyloid angiopathy. Neurology. 2006 Jan
10;66(1 ):23-9.; Han HS. The function and integrity of the neurovascular unit rests upon the integration of the
vascular and inflammatory cell systems. Curr Neurovasc Res. 2005 Dec;2(5):40923; Anderson E. The Organic Brain
Syndrome (OBS) scale: a systematic review. Int J Geriatr Psychiatry. 2006 Jan 27.)

seri y col., journal of endocrinology (2005) 187,399-406, sugieren que la ghrelina mejora los dafios oxidativos
gastricos inducidos por el alendronato

El documento EP 1 632244, publicado en japonés como documento WO 2004/096260, hace referencia a la ghrelina
para tratar enfermedades hepaticas como la hepatitis, la cirrosis hepatica y la insuficiencia hepatica.
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Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion proporciona una composicion farmacéutica que contiene GHRP-6 para usar en la prevencion, el control
y la eliminacién de los depdsitos patologicos de material fibrotico y el exceso de matriz extracelular de los 6rganos
internos y la piel del organismo receptor.

Dicha composicion farmacéutica previene, controla y erradica los depdsitos patoldgicos intra y extracelulares de
material hialino, formas granulares amiloides de materiales eosinéfilos u osmofilos en 6rganos internos, érganos
externos y redes vasculares, como el higado, los pulmones, el eséfago, el intestino, los rifiones, los vasos
sanguineos, las articulaciones y el resto de variantes de fibrosis cutaneas sistémicas de cualquier etiopatogenia
cuando dicha composicion se aplica al organismo receptor. Una composicion para usar de acuerdo con la invencién
restaura la funcionalidad normal de cualquier 6rgano o tejido interno o externo afectado por los excesivos de material
fibrético, amiloide, osmdfilo, eosindfilo o de hialina. La composiciéon farmacéutica de la presente invencién es una
composicion liquida, semisélida o solida, que puede administrarse a por via parenteral, incluidas las vias intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intratecal, rectal y topica, mediante infiltracion local en la piel o la mucosa,
los epitelios o los érganos o, con mayor precision y/o perilesional. Una composicion de acuerdo con la invencion se
administra, preferentemente, a animales o pacientes por via intratecal. Una composicion preferida para usar de
acuerdo con la invencién que se administra, preferentemente, a animales o pacientes por via intratecal o por via
tépica:

- puede eliminar los depésitos de material fibrotico y el exceso de matriz extracelular en cualquier etiopatogenia
hepética, como secuelas de hepatitis viral, alcoholismo, intoxicaciones, autoinmunitaria o idiopatica, en
general;

- puede eliminar los depositos de material fibrotico y el exceso de matriz extracelular de origen téxico,
profesional, relacionado con farmacos, radioactivo, autoinmunitarios, secuelas asmaticas, alérgicas o
idiopatico, en general en drganos como los pulmones;

- puede eliminar los depésitos de material fibrético, fibro-hialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular en
o6rganos como los rifiones, siendo la nefroesclerosis y/o la tubuloesclerosis de origen diabético, tdxico,
profesional, relacionado con farmacos, autoinmunitarios o idiopatico, en general, o secuelas de infecciones
repetidas;

- puede eliminar los depdsitos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular de
origen autoinmunitarios o idiopatico, en general, en la piel;

- puede eliminar los depdsitos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular del
pancreas y del tubo digestivo desde el eséfago hasta el recto;

- puede eliminar los depdsitos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular en
la red vascular;

- puede eliminar los depésitos de material fibrético o amiloide y/o osmofilo o eosindfilo en el cerebro y las
células cerebrales

- puede reducir y/o eliminar el depésito de formas amiloides y/o hialina y/o granulares de material eosindfilo y/u
osmdfilo en la red vascular del cuerpo, incluido el sistema nervioso central y las meninges;

- puede reducir y/o prevenir el deposito de formas fibréticas, amiloides y/o hialina y/o granulares de material
eosindfilo y/u osmdfilo en las paredes de vasos sanguineos, en general;

- puede eliminar los depésitos de formas fibréticas, amiloides y/o hialina y/o granulares de material eosindéfilo y/u
osmofilo de nervios craneales, extracraneales, sensoriales, motores o mixtos y/o los del sistema
neurovegetativo
o

- puede reducir y/o prevenir el deposito de formas fibréticas, amiloides y/o hialina y/o granulares de material
eosindfilo y/u osmdfilo en las paredes de vasos sanguineos, en general.

Una composicion preferida adicionalmente para usar de acuerdo con la invencion, en la que dicha composicion se
va a administrar a animales o pacientes por via parenteral, o mediante infiltracion local en la piel, la mucosa, los
epitelios o los 6rganos, por via intralesional o por via tépica:

- puede eliminar los depdsitos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular de
la piel, mas exactamente queloides, cicatrices hipertréficas u otras formas de cicatrices exuberantes;

- puede corregir el aspecto estético de la piel tras cirugia reconstructora, estética o similar, o

- puede eliminar los depdsitos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular de
la piel, mas exactamente secuelas fibréticas de cualquier forma de acné.

La invencion proporciona adicionalmente el uso de péptidos GHRP-6 o GHRP-2 o hexarelina para fabricar una
composicion farmacéutica para detener y controlar el proceso de deposito de formas fibréticas, amiloides y/o de
hialina y/o formas granulares de material eosinoéfilo y/u osmdfilo en las células o el espacio extracelular tisular de los
sistemas nerviosos centrales y periféricos, y para administrar a animales o pacientes por via parenteral o por via
intratecal.

La invencién proporciona adicionalmente el uso de GHRP-6 para fabricar una composicion farmacéutica para
prevenir, controlar y eliminar los depésitos patolégicos de material fibrético y el exceso de matriz extracelular de
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drganos internos y la piel del organismo receptor. La composicién farmacéutica de la presente invencién contienen
los péptidos GHRP-6, GHRP-2 y/o hexarelina a concentraciones de 5 microgramos-1 miligramo, mas exactamente a
30-500 microgramos por dosis y un vehiculo farmacolégico aceptable.

Breve descripcion de las figuras

Figura. Porcentaje de animales con fibrosis renal indicado por grupo al final del tratamiento con GHRP-6. Obsérvese
gue existen diferencias entre el grupo de placebo que recibe solucién salina y los que reciben GHRP-6. La diferencia
mas alta se observé al comparar el grupo placebo con el grupo que recibe la dosis de 400 pg/kg, lo que sugiere un
efecto dependiente de la dosis. La evaluacion histolégica de la reaccion fibroproliferativa en el intersticio renal
incluye la encapsulacion de tabulos fibréticos y, también, los glomérulos fibréticos. De este modo se establece el
grado de fibrosis renal total empleado para determinar el porcentaje de animales afectados o no afectados al final
del tratamiento. Se observo una diferencia estadistica de p< 0,001 entre el grupo que recibe la dosis de 400 pg/kg
de GHRP-6 y el grupo de placebo.

Ejemplos
Ejemplo 1. Reversién de la fibrosis hepatica en ratas.

El presente experimento se realizd para evaluar el efecto de la composicion farmacéutica basada en GHRP-6 en la
reversion de la fibrosis hepatica en ratas. Se indujo fibrosis hepatica en ratas Wistar macho de 250 gramos de peso
corporal medio ligando el conducto biliar externo. Con este fin se anestesio a las ratas con una combinacion de
ketamina/xilazina y se las sometié a laparotomia para exponer en conducto colédoco. El conducto se someti6é a
doble ligadura con sutura de catgut cromado 4-0. Después de la cirugia, se distribuy6 aleatoriamente a los animales
a 3 grupos experimentales de 20 ratas cada uno: (1) Grupo control de placebo que recibe solucion fisiolégica salina,
(2) Grupo que recibe el GHRP-6 a una dosis de 100 pg/kg y (3) Grupo que recibe GHRP-6 a una dosis de 400 pg/kg.
Los tratamientos se administraron todos los dias por espacio de tres semanas tras la induccion de fibrosis del
parénquima hepatico. Todos los comenzaron tres semanas después de establecida la fibrosis. El seguimiento del
dafio hepatico se realizd6 mediante exploraciones ultrasénicas semanales del area de proyeccion de este érgano, el
progreso de los niveles séricos de las transaminasas GOT y GPT, los niveles de gamma glutamil transferasa (GGT)
y el volumen de ascitis. Los tratamientos con GHRP-6 o placebo se aplicaron por via intraperitoneal una vez al dia.
Cuando concluyeron los tratamientos se sacrificd a los animales y se extrajo suero sanguineo y el higado. Los
fragmentos de higado se fijaron en formalina neutra y se procesaron mediante tincién con hematoxilina/eosina o con
tincién tricromica de Masson para evaluar los dafios generales y la gravedad de las induraciones fibréticas. Otros
fragmentos de tejidos hepéaticos se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento para determinar el contenido de
hidroxiprolina mediante hidrélisis acida en HCI 1N, y también los niveles intrahepaticos de los marcadores del
metabolismo redox. Las determinaciones bioquimicas se llevaron a cabo calculando el contenido en proteina total
mediante el método de Bradford.

Tabla 1. Escala de gradacion del proceso: (0) - nula, (1) - moderada, (2) limitada, (3) - grave, (4) -muy grave.

Grupo Experimental | Grado 0 | Grado 1 | Grado 2 | Grado 3 | Grado 4
Placebo (N= 14) 0 0 2 5* 7 (50%)*
Dosis | (N=16) 5 9 2 0 0
Dosis | (N=20) 8 11 1 0 0

*p<0,001. Prueba de Chi cuadrado.

Tabla 2. Evaluacion de los niveles de hidroxiprolina en el higado al final de tres semanas de tratamiento.

Grupo experimental Contenido de OH-P (ug/g de proteinas totales)

Placebo (N=14) 133,25 £ 21,69**

Dosis | (N=16) 56,71 +8,11*

Dosis Il (N=20) 16,15 + 1,025

** n=0,00021, Placebo vs. Tratados, *p=0,001 Dosis | vs, Dosis Il, Prueba de t de student de dos colas,
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Tabla 3. Niveles séricos de GOT, GPT y GGT en todos los grupos al concluir las tres semanas de tratamiento.

Grupo Experimental GOT (UlN)) GPT (Ul/l) GGT (U/l)

Animales intactos 32,56 £9,27 20,93+7,74 23,62 +5,21

Placebo (N=14) 115,84 + 27,80** 155,30 £11,63** 143,18 * 25,36**
Dosis | (N=16) 61,58 +£16,10* 81,71 +30,90* 71,53 +22,14*

Dosis Il (N=20) 30,41 +6,11 60,64 + 19,87 25,56 + 8,63

** p=0,0003. Animales tratados con placebo frente a tratados con la Dosis Il y animales intactos. *p=0.0002
Dosis | vs. Dosis Il y animales Intactos. No se observaron diferencias entre los animales Intactos y los
animales tratados con la Dosis Il. Prueba de t de student de dos colas.

Tabla 4. Niveles de marcadores de estrés oxidativo en las muestras de higado al final de la tercera semana de
tratamiento.

Grupos Experimentales SODt Catalasa HPT MDA
Grupo Intacto 28261,08 +1260,94 | 16,40 £ 3,95 27,25 +2,47 0,06 £0,01
Grupo solucion salina-placebo | 573,83 + 645,93** 580,58 +57,39** | 108,66 + 15,82* | 0,25 +
0,04**
Grupo Dosis | 11058,07 + 744,61* | 68,50 +12,73* 43,06 +1,83* 0,14 + 0,02
*
Grupo Dosis I 21029,87 + 498,28 31,50+4,3 21,16 +1,71 0,08 £0,01
** n=0,.0001. Placebo vs. tratados con Dosis Il e Intactos. *p= 0,0003 Dosis | vs. Dosis Il e Intactos. No se
observaron diferencias entre Intactos y Dosis Il. Prueba de t-de student de dos colas.

El tratamiento con GHRP-6 demuestra claramente la capacidad del péptido para erradicar y controlar el depésito de
materiales colagenosos y extracelulares en el parénquima hepatico producido por la ligadura del conducto colédoco.
La importancia del tratamiento se demuestra mediante la convergencia de los datos morfolégicos y bioquimicos, que
soporta la correccion del estado fibrético periductal y periportal gravemente comprometido. Es importante indicar que
los animales en el grupo de placebo no mostraron remision espontanea.

Ejemplo 2. Reversién de la fibrosis hepatica en ratas.

El presente experimento se realizd para evaluar el efecto de la composicion farmacéutica que contiene GHRP-6 en
la reversion de la fibrosis hepatica en ratas, en la que dicha fibrosis hepatica se indujo mediante tetracloruro de
carbono (CCls). Este es un agente hepatotdxico que provoca hepatitis crénica y fibrosis cuando se administra a largo
plazo. Se indujo fibrosis hepatica en ratas Wistar macho de 250 gramos de peso corporal medio mediante la
administracion intraperitoneal de CCls al 50 %/50 % (v/v) en aceite de oliva, dos veces a la semana durante 4
semanas. Transcurrido este periodo, se sacrificd el 25% de las ratas y se las sometid a analisis bioquimicos y
estudios de anatomia patolégica. El proceso de la fibrosis hepatica se demostrd en todos los animales estudiados.
El resto de los animales fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos experimentales de 15 ratas cada uno: (1)
Grupo control de placebo que recibe solucion fisiologica salina, (2) Grupo que recibe el GHRP-6 a una dosis de 100
pg/kg y (3) Grupo que recibe GHRP-6 a una dosis de 400 ug/kg. Los tratamientos se aplicaron una vez al dia
durante cuatro semanas tras la deteccion del proceso fibrético en el parénquima hepético. Los tratamientos
comenzaron inmediatamente después de establecida la fibrosis y de suspendida la administracién del CCls. Cuando
concluyeron los tratamientos se sacrificé a los animales y se extrajo suero sanguineo y el higado. Los fragmentos de
higado se fijaron en formalina neutra y se procesaron mediante tincion con hematoxilina/eosina o con tincién
tricromica de Masson para evaluar los dafios generales y la gravedad de las induraciones fibréticas. Otros
fragmentos de tejidos hepaticos se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento para determinar el contenido de
hidroxiprolina mediante hidrélisis acida en HCI 1N, y también los niveles intrahepaticos de los marcadores del
metabolismo redox. Las determinaciones bioquimicas se llevaron a cabo calculando el contenido en proteina total
mediante el método de Bradford. La respuesta al tratamiento con la composicion farmacéutica se caracterizd
determinando los niveles séricos de las transaminasas GOT y GPT, criterios histolégicos a escala cuantitativa y
algunos marcadores distintivos de los niveles de peroxidacion lipidica.



ES 2388879 T3

Tabla 5. Escala de gradacion del proceso: (0) - nula, (1) - moderada, hasta un 25% del corte (2) - limitada hasta un
50% del corte, (3) - grave, hasta un 75% del corte (4) -muy grave, mas de un 75% del corte. Evaluacion histol6gica
de la reaccion fibro-proliferativa en patrén de puentes, incluida la necrosis en la zona Ill. Numero de animales por
grupo segun grado de compromiso al final del tratamiento.

Grupo Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Experimental (n= 15)

Placebo 0 0 0 5* 10**

Dosis | 0 9 6* 0 0

Dosis Il 8* 7 0 0 0

*p<0,001. Prueba de Chi cuadrado. Grado 0. Grupo Il vs. Placebo y Dosis |. Grado 1. Dosis | y Il vs. Placebo.
Placebo, grados 3y 4 vs. Animales tratados.

5
Tabla 6. Evaluacion de los niveles de hidroxiprolina en el higado al final del tratamiento.
Grupo Experimental (N=15) Contenido de OH-P (ug/g de proteinas totales)
Placebo 86,19 + 11,43**
Dosis | 40,21 + 3,54*
Dosis Il 10,22 +4,33
**p=0,00021. Placebo vs. Tratados. *p=0,001 Dosis | vs. Dosis Il. Prueba de t-de student de dos colas.
Tabla 7. Niveles séricos de GOT y GPT en todos los grupos al concluir el tratamiento.
Grupo Experimental GOT (Ul/l) GPT (Ul/l)
Animales intactos 31,56 £6,55 18,77 +6,53
Placebo 111,97 £36,50** | 274,14 + 21,75**
Dosis | 56,31 +12,19* 77,15 + 22 ,66*
Dosis Il 28,18+4,71 26,94 + 12,42
** p=0,0005. Placebo vs. Tratado con la Dosis Il y Animales Intactos. *p=0,001 Dosis | vs. Dosis Il y animales
intactos. No se observaron diferencias entre los animales intactos y los animales tratados con la Dosis Il. Prueba
de t-de student de dos colas.
10 Tabla 8. Niveles de marcadores de estrés oxidativo en las muestras de higado al final de la tercera semana de
tratamiento.
Grupo experimental SODt Catalasa HPT MDA
Grupo Intacto 28261,08 +1260,94 | 14,84+ 1,24 18,72 +3,22 0,09 +
0,02
Grupo solucién salina- | 289,2 +116,1** 560,59 + 44,28** 257,84 +86,14** | 0,56 +
Placebo 1,04 **
Grupo Dosis | 17632,08 + 321,55* | 60,43 +11,81*55,11 + 2,77 0,16 +
1,16*
Grupo Dosis Il 20187,87 +£245,13 | 22,67 + 3,56 26,44 +2,43 0,09 +
0,01
** p=0,0002. Placebo vs Tratados: Dosis | y Il y animales Intactos. *p= 0,0005 Dosis | vs. Dosis Il, Placebo y
animales Intactos. No se observaron diferencias entre los animales Intactos y los animales tratados con la Dosis
Il. Prueba de t-de student de dos colas.

El tratamiento con GHRP-6 demuestra la capacidad de este péptido para eliminar y controlar el dep6sito de material
colageno y de matriz extracelular en general en el parénquima del higado como consecuencia de la administracién
reiterada de CCls. El tratamiento también previene la muerte de los hepatocitos de forma individual, focal y
15 pericentrolobulillar. La importancia del tratamiento se demuestra mediante datos morfoldgicos, enzimaticos y




10

15

20

25

30

ES 2388879 T3

bioquimicos convergentes, que avalan la inversion de una fibrosis hepatica difusa grave establecida y comprometida
con un patrén de forma de puentes confluentes, hasta niveles casi indetectables sin remisién. Nuevamente, los
animales del grupo placebo no mostraron remisiones espontaneas.

Ejemplo 3. Reversién de la fibrosis renal de nefroesclerosis en ratas. Tercer experimento.

El presente experimento se realizd para evaluar el efecto de la composicion farmacéutica que contiene GHRP-6 en
la reversion de la fibrosis renal en ratas. En este caso, el proceso se indujo mediante administracion sostenida del
agente antineoplasico doxorubicina (DX) a una dosis de 2,5 mg/kg dos veces a la semana durante 8 semanas. La
presencia de depdsito fibrético en los espacios peri-portal, peri-bronquial y de todo el intersticio renal con un patrén
cistico-nodular se demostré mediante estudios histopatolégicos de estos 6rganos en el 25 % de la poblacién de
ratas intoxicadas con doxorubicina. A partir de este punto se interrumpié la administracion de DX y se inici6 el
tratamiento con la composicién farmacéutica que contiene GHRP-6. El tratamiento se aplicé una vez al dia a 100 y
400 pg/kg en un volumen de 1 ml por via intraperitoneal durante 4 semanas. El resto de los animales fueron
distribuidos aleatoriamente en tres grupos experimentales de 20 ratas cada uno: (1) Grupo control de placebo que
recibe solucion fisioldgica salina, (2) Grupo que recibe el GHRP-6 a una dosis de 100 ug/kg y (3) Grupo que recibe
GHRP-6 a una dosis de 400 pg/kg. Cuando concluyeron los tratamientos se sacrific6 a los animales mediante
sobredosis de anestesia y se extrajeron los higados, los rifiones, los pulmones y los sueros sanguineos. Los
fragmentos de tejido se fijaron en formalina neutra y se procesaron mediante tincién con hematoxilina/eosina o con
tincion tricromica de Masson para evaluar los dafios generales y la gravedad de las induraciones fibréticas. Otros
fragmentos se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento para determinar el contenido de hidroxiprolina
mediante hidrélisis acida en HCI 1N, y también los niveles de creatinina y los marcadores de estrés oxidativo. Las
determinaciones bioquimicas se llevaron a cabo calculando el contenido en proteina total mediante el método de
Bradford.

Tabla 9. Numero de animales por grupo en cada nivel de gravedad del compromiso fibrético. Escala de gradacion
del proceso fibrético en los rifiones: Grado (0) - Nula, Grado (1) - Moderada, interesa el intersticio sin deformar ni
encapsular los tdbulos ni los glomérulos, Grado (2) - Intensa, interesa todo el intersticio, deforma los tubulos,
obliterando su luz y encapsulando el glomérulo externamente, Grado (3) - Muy intensa, encapsula y colapsa los
tubulos y la luz, y encapsula externamente los glomérulos. Comprende también depositos a nivel mesangial.

Grupo Experimental (N=20) Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3
Placebo 0 1 4 15*
Dosis | 6 9 5 0

Dosis Il 5 15* 0 0

*p<0,001. Prueba de Chi cuadrado.

Tabla 10. Evaluacién de los niveles de hidroxiprolina en los rifiones al final del tratamiento.

Grupo experimental (20 animales por grupo) Contenido OH-P (ug/g de proteinas totales-9
Placebo 65,21 +22,16**

Dosis | 46,15 £2,73*

Dosis Il 8,66 £ 1,02

** n=0,0001. Placebo vs. Tratados. *p=0,05 Dosis | vs. Dosis Il. Prueba de t-de student de dos colas.

Tabla 11. Niveles séricos de GOT y GPT en todos los grupos al concluir el tratamiento. Integridad del paréngquima

hepatico.
Grupo experimental GOT (Ul GPT (UI/)
Placebo 124,12 +28,3** 188,77 £ 16,98**
Dosis | 64,82 +23,71 * 81,0 £10,25*
Dosis Il 26,22 +4,1 28,25 +5,66
** n=0,0005. Placebo vs. Tratados. *p=0,042 Dosis | vs. Dosis | Prueba de t-de student de dos colas.
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Tabla 12. Niveles de marcadores de estrés oxidativo en las muestras de tejido renal al final de la cuarta semana de
tratamiento.

Grupo experimental SODt Catalasa HPT MDA

Grupo placebo-solucion salina 199,7 +6,81** 356,2 + 18,15** 287,11 + 20,02** 0,981+1,1*
Grupo de Dosis | 665,08 + 28,42* 126,02 £12,23* 73,2+6,92 0,56 +2,23 *
Grupo de Dosis Il 1287,64+ 112,63 45,38 8,27 16,14 + 3,67 0,087 £0,02

** n=0,0002. Placebo vs. Tratados: Dosis | y Il y animales intactos.

*p=0,0005 Dosis | vs. Dosis Il. Placebo y animales intactos. No se observaron diferencias entre animales intactos y
animales tratados con la Dosis Il. Prueba de t-de student de dos colas.

Ejemplo 4 . Control de la fibrosis pulmonar

El presente experimento se realizé para evaluar el efecto de la composicion farmacéutica que contiene GHRP-6 en
la reversién de la fibrosis renal en ratas. En este caso, el proceso se indujo mediante administracion sostenida del
agente antineoplasico Bleomicina (Ble) a una dosis de 2,5 U/kg dos veces a la semana durante 4 semanas. La
fibrosis se demostré en los pulmones del 25 % de los animales intoxicados con Ble mediante analisis histopatoldgico.
A partir de este punto se suspendi6é la administracion de Ble y se inicié el tratamiento con la composicion
farmacéutica que contiene GHRP-6. EIl tratamiento se aplicé una vez al dia a 100 y 400 ug/kg en un volumen de 1
ml por via intraperitoneal durante 4 semanas. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos
experimentales de 15 ratas cada uno: (1) Grupo control de placebo que recibe solucién fisioldgica salina, (2) Grupo
que recibe el GHRP-6 a una dosis de 100 pg/kg y (3) Grupo que recibe GHRP-6 a una dosis de 400 pg/kg. Cunado
concluyeron los tratamientos se sacrific6 a los animales mediante sobredosis de anestesia y se extrajeron los
pulmones y el suero sanguineo. Los fragmentos de tejido se fijaron en formalina neutra y se procesaron mediante
tincion con hematoxilina/eosina o con tincién tricromica de Masson para evaluar los dafios generales y la gravedad
de las induraciones fibroticas. Otros fragmentos de tejidos pulmonares se almacenaron a -70 °C hasta su
procesamiento para determinar el contenido de hidroxiprolina mediante hidrélisis acida en HCI 1N, y también los
niveles intrahepaticos de los marcadores del metabolismo redox. Las determinaciones bioquimicas se llevaron a
cabo calculando el contenido en proteina total mediante el método de Bradford. La evaluacion histologica de la
reaccion fibroproliferativa en los pulmones incluye el proceso de fibrosis perivascular, peribronquial y septal. El grado
global de la fibrosis pulmonar se establecié de acuerdo con la extension y la intensidad del proceso en estos tres
fragmentos para determinar el porcentaje de animales afectados o no afectados al final del tratamiento con GHRP-6.
El nimero de animales en cada grupo con pulmones fibréticos de acuerdo con la gravedad de la fibrosis son:

Grado 0- no evidencia de fibrosis o presencia de solo fibras finas y difusas o focos de fibras o material aerolar
sin compromiso respiratorio.

Grado 1- Fibrosis predominantemente vascular en mas del 75 % de las arteriolas y los capilares.

Grado 2- Fibrosis predominantemente vascular en mas del 75 % de las arteriolas y los capilares, con
compromiso peribronquial adicional.

Grado 3- Fibrosis predominantemente vascular en mas del 75 % de las arteriolas y los capilares, con
compromiso peribronquial adicional. También se detecta material fibrético en el tabique interalveolar.

Tabla 13. Animales clasificados de acuerdo con la gravedad de la fibrosis pulmonar en cada grupo.

Grupo experimental (N=15) | Grado 0 | Grado 1 | Grado 2 | Grado 3
Placebo 0 0 5 10*
Dosis | 3 10 2 0

Dosis Il 8 7 0 0

* p<0,05. Prueba exacta de Fisher.

Como puede observarse, no existen animales en el grupo placebo incluidos en las escalas Grados 0 y 1. La mayoria
de estos se clasificaron como de Grado 3 de gravedad. Por el contrario, la Dosis Il demostré un potente efecto
protector, con mas del 50% de los animales se clasifica en la escala de Grado 0.
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Tabla 14. Evaluacion de los niveles de hidroxiprolina en los pulmones al final del tratamiento con solucion salina o
GHRP-6.

Grupo Experimental (15 animales por grupo) | Contenido de OH-P (ug/g de proteinas totales)

Placebo 178,53 +42,77**
Dosis | 91,24 +16,84*
Dosis Il 12,75+ 3,61

El efecto en la eliminacién o reversion de la fibrosis pulmonar generada por Ble también se pone de manifiesto
mediante el contenido de hidroxiprolina en muestras secas de tejido pulmonar, lo que coincide con los resultados
histolégicos ya descritos en lo que antecede.

Hasta ahora se han mostrado pruebas que avalan el potente efecto anti-fibrético de la composicién farmacéutica que
contiene GHRP-6 en cuatro experimentos independientes, incluidos: dos estudios de fibrosis hepatica, uno de
fibrosis renal y uno pulmonar, respectivamente. Sus resultados son repetibles y reproducibles, lo que indica la
eficacia del tratamiento en el control de estos procesos en mas de un érgano interno, con independencia de su
origen etiopatogénico.

Ejemplo 5. Efecto de la composicion farmacéutica que contiene GHRP- 6 en el control y eliminacion de la
acumulacion de proteina beta-amiloide en el cerebro.

Este estudio se realizé para evaluar la influencia de la administracion a largo plazo (8 semanas) de GHRP-6 sobre
marcadores bioquimicos y morfoldgicos en el cerebro de ratones transgénicos que expresan la proteina precursora
beta-amiloide, marcadores que también indican la progresién del dafio en el sistema nervioso central.

Para el presente estudio se adquirieron ratones transgénicos APP macho de 20-25 g de peso que expresaban la
proteina precursora beta-amiloide. Los animales (N=30) se distribuyeron aleatoriamente en:

Grupo de placebo- Solucion fisiolégica salina al 0,9 %.
Grupo de Dosis |- GHRP-6 a 50 ug/kg de peso corporal en solucion salina.
Grupo de Dosis II- SHRP-6 a 100 pg/kg de peso corporal en solucién salina.

Los tratamientos se aplicaron por via intraperitoneal en un volumen de 1 ml, cinco dias a la semana durante 8
semanas, de tal forma los animales recibieron 40 administraciones de GHRP-6. A partir de estudios piloto
exploratorios previos los autores sabian que este periodo de tiempo era suficiente para mejorar las habilidades
cognitivas y motoras de los animales en condiciones de estrés.

Concluidas las 8 semanas de tratamiento, se sacrificé a los ratones mediante sobredosis de anestesia y se les
perfundio solucion salina in situ. Se extrajeron los encéfalos, un encéfalo se congelé en hielo seco y el otro se fij6 en
paraformaldehido al 4 % neutro.

Las muestras se criolaminaron a 10 pum y las secciones se tifieron con hematoxilina/eosina, rojo Congo o se
incubaron con un anticuerpo especifico para la proteina beta-amiloide. Los procedimientos morfométricos se
realizaron mediante captura de imagen microscépica con una camara acoplada al microscopio y las imagenes se
analizaron con el software DIGIPAT.

Marcadores estudiados

Numero de depdsitos fibrilares de la proteina beta-amiloide positivos a la tincion de rojo Congo.

El numero de focos inmunorreactivos al anticuerpo que reconoce la proteina beta-amiloide.

El tamafio de las placas de beta-amiloide en el cerebro, reconocido a aumentos de 200X y 400X (umz).

La concentracién cerebral de mioinositol como indicador de envejecimiento y deterioro del metabolismo cerebral
(umol/g de tejido).

11



10

15

20

25

30

35

ES 2388879 T3

Tabla 15. Efecto del tratamiento con el GHRP-6 sobre la eliminacion de depésitos amiloides en el cerebro.

Grupo N° de depositos | N° de depdsitos | Tamafio de las | Concentracion de

experimental positivos  al  rojo | positivos al beta- | placas de amiloide | mioinositol en el cerebro
Congo amiloide

Placebo 35,64 +11,33* 31,27 £8,9** 48,5 + 2,03** 61,28 £ 16,33**

Dosis I. 21,78 £6,57* 15,11 £ 3,27 15,51 £ 6,44 49,35 = 10*

GHRP6

Dosis II. 14,52 +4,18 13,58 +4,61 10,88 £4,1 27,45 £8,61

GHRP6

** n=0,0001. *p=0,0023. Prueba U de Mann Whitney.

En la tabla 15 se muestran todos los resultados correspondientes a los parametros estudiados de modo que se
caracteriza el efecto del tratamiento a largo plazo de la composicion farmacéutica que contiene GHRP-6. Obsérvese
que los resultados se refieren al recuento de imagenes digitales de un encéfalo. Para superar esta limitacién, los
recuentos se llevaron a cabo a ciegas por tres individuos independientes y los resultados mostrados corresponden a
5 observaciones de portaobjetos. La tabla 15 muestra el efecto de la composicion farmacéutica que contiene GHRP-
6 en el control de la acumulacion de proteina beta-amiloide y la bioquimica cerebral. Como puede observarse, tras 8
semanas de tratamiento con la composiciéon farmacéutica que contiene GHRP-6 tiene un impacto positivo en el
control de la acumulacion de beta-amiloide en sus formas diferentes y también en la correcciéon del metabolismo de
este Organo. Existe un marcado efecto caracterizado por la reduccion de la acumulacién de las pruebas de
mioinositol, la correccién de las vias bioquimicas de mayor energia de asimilacion y nutriciéon de las neuronas Esto
podria tener un impacto clinico favorable sobre el control del proceso de envejecimiento cerebral.

En la tabla 16 siguiente se demuestra el efecto favorable de la composicién farmacéutica que contiene GHRP-6
sobre el control de la peroxidacion lipidica en el cerebro de ratones transgénicos de la enfermedad de Alzheimer. De
nuevo, estas pruebas sugieren el efecto favorable de esta composicion farmacéutica para controlar uno de los
procesos responsables del deterioro del tejido nervioso en la enfermedad y el envejecimiento.

Tabla 16. Marcadores del estrés oxidativo en tejidos cerebrales.

Grupo experimental SODt Catalasa HPT MDA

Grupo salina -placebo 475,9 + 60,32** 118,6 £+ 26,33** 105,6 £22,1** 1,232 £1,14 **
Grupo Dosis | 611,17 +44,79* 81,6 +15,25 54,3 £11,87* 0,77 1,56 *
Grupo Dosis I 863,22 +50,3 60,18 + 13,67 21,25 5,44 0,4 £0,02

** n=0,00014. Placebo vs. Tratados: Dosis | y Il. *p=0,025 Dosis | vs. Dosis Il. Prueba U de Mann Whitney.

Ejemplo 6. Efecto de la composicion farmacéutica basada en GHRP- 6 y otros péptidos sobre el control de la
demencia de origen vertical. Eliminacién del material osmofilo en la corteza cerebral. Prevencién y control del
proceso de envejecimiento cerebral.

Este experimento se realizd para evaluar la eficacia de composiciones farmacéuticas que contienen indistintamente
uno de los péptidos GHRP-6, GHRP-2, hexarelina o ghrelina sobre el proceso de involucion neurofuncional central
en ratones transgénicos que sobreexpresan una forma mutada del gen NOTCH 3 en las células de musculo liso de
los vasos sanguineos. Estos animales desarrollan en meses una arteriopatia similar a la de la enfermedad CASADIL,
con respecto a la memoria descriptiva, y se produce como una de las causas principales de la demencia vascular.
En estos animales, las lesiones vasculares también incluyen vasculopatias retinocerebrales, cerebrales y cocleares.
El material beta amiloide presente en el cerebro y los vasos sanguineos, el depdsito de material granular osméfilo en
el cerebro y las paredes de la arteria meningea y la reduccién de sus luces son histopatolégicamente relevantes, En
el cerebro y en sus principales troncos nerviosos aparecen zonas de color blanco, de microinfarto y de focos
hemorragicos-

Se usaron ratones macho de dieciocho a veinte meses de edad cuando mostraron los sintomas de la enfermedad.
Los animales fueron asignados de forma aleatoria a los siguientes grupos de tratamiento experimental:

A. - Grupo de placebo que recibe solucién fisiolégica salina.
B- Grupo que recibe GHRP-6 a una dosis de 100 wkg.

C.- Grupo que recibe GHRP-2 a una dosis de 100 w/kg.

D- Grupo que recibe ghrelina a una dosis de 100 wkg.

E- Grupo que recibe hexarelina a una dosis de 100 wkg.
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Los tratamientos se aplicaron dos veces a la semana durante 16 semanas por via intraperitoneal. Cuando
concluyeron los tratamientos se realizaron estudios de autopsia con independencia de la mejora clinica manifestada
en un gran numero de animales tratados. Se obtuvieron muestras de tejido cerebral que incluyen tejidos meningeos
para determinaciones bioquimicas e histopatoldgicas. Los animales recibieron sobredosis de anestesia y se les
sometié a perfusion intracardiaca con solucién salina fisioldgica fria para lavar la sangre presente en el encéfalo. Se
extrajeron los encéfalos y un encéfalo se congeld en hielo seco y el otro se fij6 en paraformaldehido al 4 % neutro.
Las muestras se criolaminaron a 10 pm y los portaobjetos se tifieron con hematoxilina/eosina, rojo Congo o se
incubaron con un anticuerpo especifico para la proteina beta-amiloide. Los procedimientos morfométricos se
realizaron mediante captura de imagen microscépica con una camara acoplada al microscopio y las imagenes se
analizaron con el software DIGIPAT.

Marcadores estudiados

Numero de depositos fibrilares de beta-amiloide en vasos sanguineos.

NUmero de infartos subcorticales.

NUmero de hemorragias subcorticales.

La concentracion cerebral de mioinositol como indicador de envejecimiento y deterioro del metabolismo cerebral
(umol/g de tejido).

Marcadores de estrés oxidativo cerebral.

Tabla 17. Resultados de las determinaciones morfométricas en tejidos cerebrales.

Grupo N° de vasos sanguineos | N° de vasos sanguineos | N° de infartos | N° de focos
experimental positivos a rojo Congo positivos a Nissl No subcorticales hemorragicos
Placebo 35,64 +11,33* 31,27 £8,9** 48,5 +2,03** 41,28 +16,33**
GHRP-6 16,31 £5,33 14,22 £8,15 26,79%4,19 19,05 £5,14
GHRP-2 18,26 + 4,57 13,8 +6,76 30,13 £5,72 11,79 £4,25
Ghrelina 17,67 £ 2,26 11,27 £4,61 26,9 £4,27 13,06 £2,77
Hexarelina 15,24 +1,24 11,36 £ 6,4 27,11 £3,55 14,61 + 3,31

** n<0,0002 entre el placebo y el resto de los grupos tratados con cada una de las composiciones farmacéuticas que
contienen cada una de las sustancias en estudio.

Como se puede apreciar, el tratamiento con cada uno de los péptidos secretagogos reduce significativamente el
namero de arterias, arteriolas y capilares positivos para depésitos fibrilares [amiloide] (Rojo Congo) y granulares de
material osmofilo (tincion de Nissl). En consecuencia, la presencia de infarto subcortical asociado con
leucoencefalopatia y focos hemorragicos disminuy6 significativamente en cada uno de los grupos tratados con
composiciones farmacéuticas.

Tabla 18. Marcadores del estrés oxidativo en el cerebro.

Grupo experimental SODt Cabalasa HPT MDA Mioinositol
cerebral

Grupo de solucién | 360,9 +42,48** 274,6 +30,14** 265,4 +18,7* | £0,04 ** 44,2 +10,08**

salina 0,984

GHRP-6 12327,31 55,1 51,5+16,01 101,7 £22,09 | 0,23+ 0,05 | 12,36 +5,64

GHRP-2 11 065,49+ 48,23 + 14,25 117 +13,55 0,302 + | 14,65 +4,38
46,29 0,01

Ghrelina 12290,9 +60,32 | 44,67 +11,58 142,16+ 10,01 | 0,261 + | 14,04 +3,85

0,03

Hexarelina 10814,68 + | 51,19+7,84 54,3 +11,87 0,284 +|11,88+2,71

33,08 0,01

** Representa las diferencias de p<0,01 entre los animales del grupo de placebo que recibieron solucion salina
fisiolégica y el resto de los grupo tratados con las composiciones farmacéuticas individuales que contienen los
respectivos péptidos.

El efecto de los péptidos se hace muy evidente también al estudiar el proceso de peroxidacion de lipidos en el
cerebro de los ratones transgénicos como modelo de la enfermedad humana CADASIL. Como se demuestra en la
reduccion de los dafios vasculares e infartos, los péptidos secretagogos estudiados en el presente documento
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muestran la capacidad para reducir o atenuar la neurotoxicidad asociada con el incremento de la produccion de
especies reactivas de oxigeno presentes en la enfermedad humana, este incremento de la produccién también se
demuestra en los animales que solo reciben solucion salina. Este efecto extiende el concepto de neuroproteccion
general usando estas sustancias en contextos en los que el envejecimiento cerebral se debe a dafios vasculares y
una peroxidacion lipidica excesiva.

Ejemplo 7 . Efecto de los péptidos GHRP-6, GHRP-2, Hexarelina y/o Ghrelina en la eliminacion de los depdsitos
patolégicos de material fisiolégico de la piel.

Para estudiar el efecto de los péptidos GHRP-6, GHRP-2, Hexarelina y/o Ghrelina en la eliminacion de los depdsitos
patolégicos de material fisiolodgico en la piel, se realizaron xenotransplantes de fragmentos de queloides humanos en
la regién dorsal de ratones atimicos. Tras 72 horas de evolucidn, para corroborar los injertos y la viabilidad de los
xenotransplantes, los animales (N=6) fueron distribuidos aleatoriamente a los siguientes grupos experimentales:

A- Grupo control de solucion salina (vehiculo de los principios activos).
B- Grupo que recibe GHRP-6.

C- Grupo que recibe GHRP-2.

D- Grupo que recibe Ghrelina.

E- Grupo que recibe hexarelina.

Los tratamientos se aplicaron una vez cada 24 horas durante 7 dias. Las sustancias se infiltraron en los bordes de
los implantes, para biodisponibilidad local de los principios activos a dosis de 5 microgramos a 1 miligramo. Tras el
periodo de tratamiento, se sacrific6 a los animales y los implantes se extrajeron para evaluar la respuesta
farmacolégica a cada sustancia. Las muestras se pesaron y fragmentaron para estudios histoldgicos y
determinaciones bioquimicas de colageno. Los fragmentos para los estudios histolégicos se fijaron en formalina al
10 % neutra y los fragmentos para los andlisis bioquimicos se almacenaron a -70 °C.

Los parametros estudiados fueron:

a- Peso humero del injerto recogido.

b.- Contenido de hidroxiprolina en el tejido.

c.- Numero de campos microscopicos con tejido positivo a tincion con rojo picrosirio y tincion tricromica de
Masson. Se tomaron imagenes con aumentos de 4X y 10X, con promedio de datos para cada aumento.

d.- Numero de mastocitos por campo microscopico positivo para tincion con azul de anilina, con aumentos 20X.

Como se ilustra en la Tabla 19, todos los péptidos en estudio ejercieron un efecto antifibrético significativo cuando se
compararon con los animales que reciben el vehiculo como control.

Tabla 19. Efecto anti-fibrético de los tratamientos en la piel.

Grupo de | Peso humedo | Contenido en | N° de campos positivos a | N° de campos microscépicos

tratamiento (en gramos) hidroxiprolina (ug/g) | tincion  especifica de | con mastocitos (aumento
colageno 20).

Control 13,55+2,31 258,61 +12,53 37,2+22,44 25,31 +6,18

solucién salina

GHRP-6 6,71+£1,18a 88,27 £4,61 11,45 +5,98 9,54+2,15

GHRP-2 7,14 +£1,02a 84,17 £7,75 18,12+6,75 11,17 £3,33

Hexarelina 6,25+1,73a | 88,59 +6,58 12,35 +8,94 10,18+2,98

Ghrelina 6,67 £1,53 a 85,23 £4,11 11,27 + 4,67 10,71 +4 57

(a) Representa la diferencia significativa de p<0,01 entre los grupos que recibieron los péptidos y el grupo control de
solucion salina. Prueba t de Student de dos colas.

Como se ha puesto de manifiesto, todos los péptidos ejercieron a las dosis analizadas un potente efecto antifibrético
en el sistema experimental establecido que se caracteriz6 por una disminucion rapida y aguda del material de
colageno y la matriz extracelular excesiva, la reduccion de las células inductoras (mastocitos) y las células efectoras
(fibroblastos y miofibroblastos). Cabe destacar que, dado que la tercera infiltracidn, todos los implantes que reciben
cualquiera de los péptidos mostraron una marcada reduccion del tamafio y adquirieron un color palido y
desvitalizado.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que contiene GHRP-6 para su uso en la prevencién, control y eliminacion de los
depdsitos patolégicos de material fibrético y el exceso de matriz extracelular de los 6rganos internos y la piel del
organismo receptor.

2. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha composicién elimina los
depdsitos intracelulares y extracelulares de materiales hialina y amiloides, formas granulares de material eosinéfilo
y/u osmdfilo de érganos internos y externos y la red vascular.

3. Una composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1y 2, en la que dicha composicién restaura la
funcionalidad normal de cualquier 6rgano o tejido interno o externo afectado por los excesivos depdésitos de material
fibrético, amiloide, osmdfilo, eosindfilo o de hialina.

4. Una composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha composicién es para
administrar a animales o pacientes por via parenteral, incluidas las vias intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intraperitoneal, intratecal; o mediante infiltracion en la piel, la mucosa, los epitelios o los 6rganos o, con mayor
precision, intralesional.

5. Una composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha composicion es para
administrar a animales o pacientes por via intrarectal.

6. Una composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha composicién es para
administrar a animales o pacientes por via topica como formulaciones liquidas, comprimidas o sélidas o semisélidas.

7. Una composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha composicién es para
administrar a animales o pacientes por cualquiera de las vias descritas en las reivindicaciones 5 y 6, y en la que
dicha composicion:

-puede eliminar los depdsitos de material fibrético y el exceso de matriz extracelular en cualquier etiopatogenia
hepatica, como secuelas de hepatitis viral, alcoholismo, intoxicaciones, autoinmunitaria o idiopatica, en general;
-puede eliminar los depdsitos de material fibrético y el exceso de matriz extracelular de origen toxico, profesional,
relacionado con farmacos, radioactivo, autoinmunitarios, secuelas asmaticas, alérgicas o idiopatico, en general
en organos como los pulmones;

-puede eliminar los depodsitos de material fibrotico, fibro-hialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular en
o6rganos como los rifiones, siendo la nefroesclerosis y/o la tubuloesclerosis de origen diabético, toxico,
profesional, relacionado con farmacos, autoinmunitarios o idiopatico, en general, o secuelas de infecciones
repetidas;

-puede eliminar los depositos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular de
origen autoinmunitarios o idiopatico, en general, en la piel;

-puede eliminar los depositos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular del
pancreas y del tubo digestivo desde el es6fago al recto;

-puede eliminar los depésitos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular en la
red vascular;

-puede eliminar los depdsitos de material fibrético o amiloide y/o osmdfilo o eosindfilo en el cerebro y las células
cerebrales

- puede reducir y/o eliminar el depésito de formas amiloides y/o hialina y/o granulares de material eosinéfilo y/u
osmofilo en la red vascular del cuerpo, incluido el sistema nervioso central y las meninges;

- puede reducir y/o prevenir el depésito de formas fibréticas, amiloides y/o hialina y/o granulares de material
eosindfilo y/u osmdfilo en las paredes de vasos sanguineos, en general;

- puede reducir los depdsitos de formas fibréticas, amiloides y/o hialina y/o granulares de material eosinéfilo y/u
osmdfilo de nervios craneales, extracraneales, sensoriales, motores o mixtos y/o los del sistema
neurovegetativo o

- puede reducir y/o prevenir el depésito de formas fibréticas, amiloides y/o hialina y/o granulares de material
eosindfilo y/u osmdfilo en las paredes de vasos sanguineos, en general.

8. Una composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha composicion es para
administrar a animales o pacientes por cualquiera de las vias descritas en las reivindicaciones 4 y 6, y en la que
dicha composicion:

-puede eliminar los depésitos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular de la
piel, mas exactamente queloides, cicatrices hipertréficas u otras formas de cicatrices exuberantes;

-puede corregir el aspecto estético de la piel tras cirugia reconstructora, estética o similar, o

-puede eliminar los depositos de material fibrético, fibrohialina o amiloide y el exceso de matriz extracelular de la
piel, mas exactamente secuelas fibréticas de cualquier forma de acné.

9. Uso de péptidos GHRP-6 o GHRP-2 o hexarelina para fabricar una composicion farmacéutica para detener y
controlar el proceso de depésito de formas fibréticas, amiloides y/o de hialina y/o formas granulares de material
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eosindfilo y/u osmofilo en las células o el espacio extracelular tisular de los sistemas nerviosos central y periférico, y
para administrar a animales o pacientes por cualquiera de las vias descritas en las reivindicaciones 4 y 5.

10. Uso de GHRP-6 para fabricar una composicion farmacéutica para la prevencion, el control y la eliminacion de los
depdsitos patolégicos de material fibrético y el exceso de matriz extracelular de los 6rganos internos y la piel del
organismo receptor.
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Figura 1
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