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DESCRIPCION
Uso de un agonista de la grelina para mejorar los efectos catabdlicos del tratamiento con glucocorticoides
Antecedentes de la invencion

Los glucocorticoides son una clase de hormonas esteroideas caracterizadas por tener la capacidad de fijarse al
receptor del cortisol y desencadenar efectos parecidos. Los glucocorticoides tienen potentes propiedades
antiinflamatorias e inmunodepresoras y como tales son la clase mejor conocida de ingredientes activos
antiinflamatorios. Debido a su amplio abanico de usos y a su gran accion antiinflamatoria, las preparaciones de
corticoides son agentes terapéuticos de primera eleccién en una amplia gama de enfermedades inflamatorias, tales
como por ejemplo, las enfermedades reumaticas, alergias, enfermedades inflamatorias de los pulmones, corazén e
intestinos, asma bronquial, enfermedades hiperproliferativas de la piel (psoriasis), eccemas, enfermedades
autoinmunitarias o estado de choque.

La dexametasona, un miembro sintético de la clase de hormonas glucocorticoideas que muestra propiedades
antiinflamatorias e inmunodepresoras que son 40 veces mas potentes que la hidrocortisona que se encuentra en la
naturaleza y que tiene la siguiente estructura,

-

‘fn,ms;}l

La 9-fluoro-11B,17,21-trihidroxi-16a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona se ha demostrado que aumenta el efecto
antiemético de los antagonistas del receptor de la 5-HTs. La dexametasona se utiliza para tratar muchas afecciones
inflamatorias y autoinmunitarias, tales como la artritis reumatoide. También se da a los pacientes con cancer que
estan recibiendo quimioterapia para contrarrestar determinados efectos secundarios.

Los glucocorticoides, en particular la dexametasona, se han utilizado durante afos para tratar a los lactantes
prematuros que tienen una enfermedad pulmonar crénica, o que corren el riesgo de tenerla (The, T. F. et al., «Early
Postnatal Dexamethasone Therapy for the Prevention of Chronic Lung Disease in Preterm Infants with Respiratory
Distress Syndrome: A Multicenter Clinical Trial», 1997, 100: 715-6). A menudo, estos farmacos tienen como
beneficios a corto plazo la mejora del funcionamiento pulmonar y facilitar la pronta retirada de la ventilacion
mecanica. A los recién nacidos, con un muy poco peso al nacer (MPPN), tradicionalmente se les da muy pronto el
tratamiento posnatal con dexametasona para tratar y/o prevenir el sindrome de dificultad respiratoria aguda y el
posterior episodio de la enfermedad pulmonar crénica.

No obstante, los glucocorticoides suprimen la secrecion de la hormona del crecimiento. La hormona del crecimiento
de los humanos (que también puede denominarse «GH» en la presente memoria) es un polipéptido monocatenario
que consiste en 191 aminoacidos (masa molecular de 21.500 Da). Los enlaces disulfuro conectan las posiciones 53
y 165 y las posiciones 182 y 189 (Niall, «Nature», New Biology, (1971), 230: 90). Los efectos de la hormona del
crecimiento sobre los tejidos del cuerpo pueden describirse de forma general como anabdlicos (constructores). Al
igual que la mayor parte de las hormonas proteicas, la GH actia mediante interaccion con un receptor especifico de
la superficie de las células. El crecimiento en altura de la nifiez es el efecto que mejor se conoce de la accion de la
GH. La GH también estimula la produccion del factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (también se puede
denominar «IGF-1» en la presente memoria) que muestra efectos estimulantes del crecimiento sobre una amplia
gama de tejidos. La GH también sirve para muchas otras funciones metabdlicas tales como incrementar la retencién
de calcio y la mineralizacién de los huesos, incrementar la masa muscular mediante la induccién de la sintesis de
proteinas, estimular el sistema inmunitario, reducir la captacion de glucosa por el higado, lo que contribuye asi al
mantenimiento y el funcionamiento de los islotes pancreaticos y a la mejora de la lipdlisis, lo que da lugar a cierta
reduccion del tejido adiposo (grasa corporal) y al aumento de la cantidad de acidos grasos y glicerol libres en la
sangre.

La liberacidon pulsatii de la hormona del crecimiento desde la hipodfisis somatotropa esta regulada por dos
neuropéptidos hipotalamicos: la somatoliberina y la somatostatina. La somatoliberina estimula la liberacion de la
hormona del crecimiento mientras que la somatostatina inhibe la secrecion de la hormona del crecimiento (Frohman
et al., Endocrinology Review (1986) 7: 223-53 y Strobi et al., Pharmacology Review (1994) 46: 1-34). La mayoria de

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2424970 T3

las deficiencias de la GH estan ocasionadas por defectos de la liberacion de la GH, y no por defectos primarios en la
sintesis de la propia hormona en la hipdfisis. El incremento de la secrecion de la GH puede conseguirse mediante la
estimulacion o la inhibicion de diferentes sistemas neurotransmisores en el cerebro y en el hipotalamo. Como
consecuencia, se persigue el desarrollo de agentes sintéticos que liberan la hormona de crecimiento para estimular
la secrecion de la GH hipofisaria y puede tener algunas ventajas sobre el incbmodo y caro tratamiento sustitutivo de
la GH. Al actuar sobre las vias reguladoras fisiologicas, los agentes mas deseables estimularian la secrecion pulsatil
de la GH, y gracias a que estan intactos los bucles de retroalimentacion negativa se evitaria que la GH estuviera en
exceso, lo que esta asociado a los efectos secundarios indeseables de la administracion de GH exdgena.

Se postula que la patogénesis de la inhibicion del crecimiento mediada por glucocorticoides es muy probablemente
de naturaleza multifactorial, e implica la resistencia parcial a la hormona del crecimiento, la supresioén de la actividad
del IGF-1 y el antagonismo de la actividad de la insulina. Todos estos factores influyen en el metabolismo de los
glucidos y de los lipidos.

Al inhibir la secrecion de la GH, la elevacion de la concentracion de glucocorticoides puede inducir el catabolismo de
las proteinas, lo que, a su vez, puede conducir a la degradacion del musculo esquelético o a la atrofia de las
microvellosidades intestinales. La falta de hormona del crecimiento da lugar a una serie de trastornos médicos. Las
consecuencias de la deficiencia adquirida de la GH incluyen la profunda reduccion de la masa corporal magra y el
incremento concomitante de la grasa corporal total, en particular en la region del tronco. La disminucién de la masa y
la fuerza de la musculatura cardiaca y esquelética conduce a una reduccion significativa de la capacidad de hacer
ejercicio. También se reduce la densidad 6sea.

Se ha expresado cierta preocupacion en cuanto a los efectos sobre el crecimiento somatico que tiene el tratamiento
precoz con dexametasona, ya que se ha demostrado que los glucocorticoides alteran el tamario celular y la sintesis
de ADN en los modelos animales (Cotterrell M. et al., «Effects of Corticosteroids on the Biochemical Maturation of
Rat Brain: Postnatal Cell Formation», J. Neurochem., 1972, 19: 2151-67). Ademas, se ha hallado que el tratamiento
con dexametasona puede comprometer la mineralizacion 6sea y esto puede afectar a la velocidad del crecimiento
6seo, incluso cuando aumenta el gasto de energia (Weiler, H. A. et al., «Longitudinal Assessment of Growth and
Bone Mineral Accretion in Prematurely Born Infants Treated for Chronic Lung Disease with Dexamethasone», Early
Hum. Dev., 1997, 47: 271-86 y Gibson, A. T. et al., «Growth Retardation After Dexamethasone Administration:
Assessment by Knemometry», Arch. Dis. Child, 1993, 69: 505-9).

Tal y como se describe en el New England Journal of Medicine, se observé que los nifios que reciben pronto el
tratamiento con dexametasona posnatal para el sindrome de dificultad respiratoria aguda de la prematuridad tienen
mas deterioro de la funcion cognitiva y neuromotora y mas incapacidad en edad escolar que los nifios prematuros
que no se trataron con dexametasona. Un estudio llevado a cabo en la Universidad Médica de China, Taichung,
Taiwan, reveld que los nifios tratados con dexametasona tenian un diametro cefalico significativamente mas
pequefio y una altura media significativamente mas baja. Ademas se observd que los nifios tratados con
dexametasona evidenciaban una habilidad motora y una coordinacién motora significativamente peores, asi como
una peor integracion motora y visual, que los nifios que no se trataron con dexametasona. El incremento observado
de la disfuncién del neurodesarrollo en los recién nacidos tratados con dexametasona llevé a los investigadores
taiwaneses a recomendar la interrupcion del uso de un tratamiento con dexametasona para la enfermedad pulmonar
cronica en los nifilos a pesar de los beneficios debido a los efectos adversos sobre el crecimiento somatico en la
edad escolar (Hendry, J., «Postnatal Dexamethasone Treatment Associate with Later Neuromotor and Cognitive
Function Impairment and Disability, 2004, N. England J. Med., 350: 1304-13).

El tratamiento con glucocorticoides se considera esencial para el control del asma; tales tratamientos se dan a
menudo de forma diaria y durante un extenso periodo de tiempo. Los estudios recientes han demostrado que la
administracion de glucocorticoides, al mismo tiempo que alivia algunos sintomas del asma, también puede conducir
al dafio de la vias respiratorias 0 a su remodelacion (véase Dorscheid, D. R. et al., «Apoptosis of airway epithelial
cells induced by corticosteroids», Am. J. Respir. Crit. Care Med., 2001, 164: 1939-1947). Como observd Dorscheid,
el tratamiento del asma con los corticoesteroides tales como la dexametasona y la induccidn resultante de la muerte
celular «abre la posibilidad de que al menos uno de los principales componentes del dafio crénico de las vias
respiratorias en el asma, el desprendimiento epitelial y la denudacién, puedan en parte ser resultado de un
tratamiento principal de la enfermedad».

Los pacientes que deben tomar dosis grandes de glucocorticoides farmacoldgicos, tal como la dexametasona,
pueden desarrollar el sindrome de Cushing si se exponen a dosis lo suficientemente altas durante un periodo de
tiempo extenso. El sindrome de Cushing es una afeccion que esta asociada a una serie de efectos catabolicos
negativos, entre ellos, la reduccion de la velocidad de crecimiento y de la masa muscular magra. Una persona que
padece el sindrome de Cushing normalmente tiene una cara redonda y grande (habitualmente denominada «cara de
luna») con unos brazos y piernas delgados en proporcion con el tronco engrosado. Los efectos catabolicos de esta
enfermedad limitan la capacidad muscular, lo que conduce a una debilidad fisica pronunciada. La piel se vuelve fina,
se amorata con facilidad y cicatriza mal cuando se hacen hematomas o cortes. La elevada concentracion de
glucocorticoides asociada al sindrome de Cushing, con el tiempo, da lugar a una elevacién crénica de la tension
arterial, osteoporosis, disminucion de la resistencia a las infecciones, con desarrollo de calculos renales y diabetes.
Se ha encontrado que las alteraciones mentales, entre ellas la depresion y las alucinaciones, se producen en
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personas que tienen el sindrome de Cushing. Las mujeres suelen experimentar ciclos menstruales irregulares. Los
nifios con el sindrome de Cushing crecen lentamente y se quedan bajitos. En algunas personas, las glandulas
suprarrenales también producen androégenos en gran cantidad. Cuando no se trata el exceso cronico de
glucocorticoides asociado al sindrome de Cushing, se incrementa el riesgo de muerte prematura.

La grelina probablemente mejora la actividad de las neuronas que secretan la somatoliberina (GHRH), mientras que
a la vez actian como un antagonista funcional de la somatostatina (SS) (Ghigo, E. et al., Eur J Endocrinol (1997)
136(5): 445-60). La observacion de que la grelina es capaz de estimular la ingestion de alimento, incrementar la
asimilacion de los alimentos y el vaciado gastrico, junto con su capacidad para incrementar la concentracion de GH,
lo que favorece asi la incorporacion rapida de los nutrientes en el musculo y en las reservas de grasa, indica que la
grelina puede tener potencial terapéutico para tratar las indicaciones en las que el catabolismo de las proteinas es
un sintoma.

La administracion a largo plazo de los glucocorticoides es uno de los tratamientos mas utilizados en la medicina
clinica, pero se sabe que suprime la secrecion y accion de la GH. De hecho, los glucocorticoides inhiben la
liberacion pulsatil de la GH, reducen la expresion del receptor y la transduccion de la sefial de la GH, e inhiben la
bioactividad del IGF-1. El reconocimiento del antagonismo mediado por los glucocorticoides sobre la secrecion y
accioén de la GH ha renovado el interés por el tratamiento o tratamientos de la GH para estimular la liberacion de la
GH como una posible manera de revertir algunos de los efectos secundarios mas dafinos del tratamiento con los
glucocorticoides a largo plazo, tal como la inhibicion del crecimiento y los efectos catabdlicos. Hay diferentes
estudios que sugieren que los efectos perjudiciales de los glucocorticoides pueden vencerse con distinto éxito con el
tratamiento de la GH, pero el tratamiento de la GH a largo plazo también es posible que origine efectos adversos y
que requiera mas seguimiento y estudios. Se ha demostrado profusamente en los humanos y en los animales que
los efectos inhibitorios que tiene la administracion de glucocorticoides a largo plazo sobre la secrecion de la GH
estan mediados por el incremento del tono de la somastostatina. La GHS sintética estimula la liberacion de la GH, en
parte, a través de la inhibicién de la via de la somatostatina; de hecho, en las ratas, la GHRP-6 es capaz de
contrarrestar completamente la inhibicion de la GH mediada por los glucocorticoides.

La patente de los EE.UU. n.° US 2006/025566 A1 describe compuestos macrociclicos definidos
conformacionalmente que son moduladores selectivos del receptor de la grelina, asi como la sintesis de los
compuestos. Los compuestos se describen como agonistas Utiles del receptor de la grelina y por tener uso en
medicina.

La patente de los EE.UU. n.° US 2005/272648 A1 describe analogos peptidicos que poseen una actividad agonista o
antagonista de la grelina, asi como los usos terapéuticos y no terapéuticos de los mismos.

En Reid et al 1997, European Journal of Endocrinology 137: 209-217, se da a conocer una revision de los
mecanismos Yy del tratamiento de la osteoporosis por glucocorticoides.

La patente internacional WO 97/24369 A1 se refiere a secretagogos especificos de la hormona de crecimiento que
se dice que incrementan la cantidad de la hormona de crecimiento enddgena, y a su uso terapéutico.

En Laron et al. 1995, Clin Endocrinol. (Oxf) 43: 631-635, se presenta un estudio de los efectos del péptido
somatorrelinico (GHRP) hexarrelina con respecto a la aceleracién del crecimiento de los nifios bajos.

En Barnes 1995, The New England Journal of Medicine 332: 868-875, se da a conocer una revision del uso
terapéutico de glucocorticoides inhalados para el tratamiento del asma.

Un objetivo principal en la técnica es elevar al maximo los efectos beneficiosos de los glucocorticoides, en particular
de la dexametasona, al mismo tiempo que se disminuyen al minimo sus efectos adversos. Los efectos secundarios
catabdlicos de los glucocorticoides impiden que esta clase de sustancias se utilicen en un abanico de tratamientos
incluso mas amplio. A pesar de los escasos efectos secundarios de los corticoides modernos, sigue siendo critico en
particular el tratamiento a largo plazo con ingredientes activos de esta clase de sustancias. Asi pues, en la técnica
existe la necesidad de agentes y procedimientos para contrarrestar los efectos negativos de la administracion de los
glucocorticoides a largo plazo y, por lo tanto, estimular los efectos beneficiosos de dicha administracion.

Compendio de la invencion

En la presente memoria se describe un procedimiento y una composicién farmacéutica para inhibir el efecto de los
glucocorticoides sobre la secrecion de la hormona del crecimiento, y mas en particular, la administracion
farmacéutica de [Aib%, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH2 (SEQ ID n.° 2) que se ha encontrado que es util como
agonista de la grelina para contrarrestar los efectos catabdlicos de la dexametasona y de otros glucocorticoides
naturales.

De acuerdo con esto, en un aspecto la presente invencion se da a conocer un agonista de la grelina de la formula
[Aib%, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el uso en el
tratamiento de los efectos catabdlicos del exceso de glucocorticoides en un individuo que sufre el sindrome de
Cushing.
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La invencion también da a conocer un agonista de la grelina de la formula [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NHa
para el uso en el tratamiento de los efectos secundarios catabdlicos en un individuo asociados a la administracién a
largo plazo de dosis terapéuticas de un glucocorticoide, en donde dichos efectos secundarios se seleccionan del
grupo que consiste en reduccion del crecimiento, reduccion de la velocidad de crecimiento, reduccion de la masa
corporal, reduccion de la masa corporal magra, reduccion de la cantidad del factor de crecimiento insulinico de tipo 1
(IGF-1) y reduccion de la masa 6sea.

El glucocorticoide administrado puede ser dexametasona. En un aspecto, las dosis terapéuticas de los
glucocorticoides se administran a un nifio para tratar el sindrome de dificultad respiratoria de la prematuridad y
dichos efectos catabdlicos de dicho tratamiento con glucocorticoides se alivian mediante la administracion de dicho
agonista de la grelina. En otro aspecto, las cantidades terapéuticas de los glucocorticoides se administran a un
individuo para tratar el asma y dichos efectos catabdlicos de dicho tratamiento con glucocorticoides se alivian
mediante la administracion de dicho agonista de la grelina. El individuo puede ser un adulto o un nifio. En un
aspecto, el tratamiento del individuo puede comprender la administracion del agonista de la grelina al individuo por la
via de administracién intramuscular, intranasal, intraperitoneal o intravenosa.

La grelina es un péptido que se produce en la naturaleza que tiene la secuencia siguiente: H-Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-
Ser-Pro-Glu-His-GIn-Arg-Val-GIn-GIn-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-GIn-Pro-Arg-NH; (Kojima M. et
al. Nature (1999) 402(6762): 656-60; SEQ ID n.° 1). La grelina la sintetizan las células epiteliales que revisten el
fondo gastrico y que estimulan el apetito y la adiposidad. La cantidad de grelina aumenta antes de una comida y
disminuye después. La cantidad de grelina en el plasma de los individuos obesos es menor que en los individuos
mas delgados y la cantidad de grelina se incrementa durante el momento del dia que va de la medianoche hasta el
amanecer en los individuos mas enjutos, lo que sugiere la existencia de un defecto en el aparato circulatorio de los
individuos obesos (Yildiz, B. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2004) 101: 10434-9), lo que conduce asi a la creencia
de que la grelina tiene la capacidad de regular la homeostasia.

Se ha descubierto que la grelina estimula poderosamente la secrecion de la hormona del crecimiento desde la
adenohipdfisis y se cree que es un ligando endégeno para el receptor del subtipo 1a de los secretagogos de la GH
(GHS) (de ahora en adelante se puede encontrar citado como «GHS-1a»; Kojima et al., Nature (1999) 402: 656-60)
tanto en los animales como en los humanos (Ukkola, O. et al., 2002 Ann. Med. (2002) 34: 102-8).

En la presente memoria se describe un procedimiento para mejorar los efectos catabdlicos del exceso de
glucocorticoides en un individuo que necesita tal tratamiento que comprende administrar al individuo una cantldad
terapéuticamente eficaz de un agonista de la grelina. El agonista de la grelina puede ser [A|b Glu® (NH-
hexil)]hGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2).

El exceso de glucocorticoides puede ser el resultado de una enfermedad o de una afeccion. El exceso de
glucocorticoides puede ser el resultado de la administracion de glucocorticoides a largo plazo al individuo. El
glucocorticoide administrado puede ser dexametasona.

Los efectos catabdlicos inducidos por los glucocorticoides pueden incluir, pero sin limitarse a ellos, una reduccion del
crecimiento, una reduccién de la velocidad de crecimiento, una reduccién de la masa corporal, una reduccion de la
masa corporal magra, una reduccién de la concentracion de IGF-1 y/o una reduccion de la masa 6sea. El individuo
que recibe el procedimiento de la invencion para mejorar una reduccion del crecimiento, una reduccion de la
velocidad de crecimiento, una reduccién de la masa corporal, una reduccion de la masa corporal magra, una
reduccion de la concentracion de IGF y/o una reduccion de la masa 6sea, puede ser un nifio o un adulto. El agonista
de la grelina que es util para mejorar una reduccion del crecimiento, una reduccién de la velocidad de crecimiento,
una reduccioén de la masa corporal, una reduccion de la masa co ?oral magra, una reduccion de la concentracion de
IGF-1 y/o una reduccion de la masa 6sea puede ser [Aib®, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2). La
reduccion del crecimiento, de la velocidad de crecimiento, de la masa corporal, de la masa corporal magra, de la
concentracion de IGF-1 y/o de la masa 6sea puede ser un resultado de la administracion de la dexametasona.

La administracion puede incluir, pero sin limitarse a ellas, la administracién subcutanea, intramuscular, intranasal,
intraperitoneal e intravenosa.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para permitir la administracion a largo plazo de dosis
terapéuticas de glucocorticoides para tratar una enfermedad o afeccidon, que comprende aliviar los efectos
catabdlicos de la administracion de dichas dosis terapéuticas de glucocomc0|des a Iargo plazo mediante la
administracion de un agonista de la grelina. El agonista de la grelina puede ser [Aib®, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-
NH, (SEQ ID n.° 2). El glucocorticoide puede ser dexametasona. El individuo que recibe el procedimiento de la
invencion para aliviar los efectos catabdlicos de la administracion a largo plazo de dosis terapéuticas de
glucocort|00|des tal como la dexametasona, mediante la administracién de un agonista de la grelina, tal como [A|b
Glu®(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH. (SEQ ID n.° 2), es un nifio o un adulto.

Se describe adicionalmente un procedimiento que permite la administracion a largo plazo de dosis terapéuticas de
glucocorticoides a un nifio para tratar el sindrome de dificultad respiratoria de la prematuridad, que comprende aliviar
los efectos catabolicos de la administracion de dichas dosis terapéuticas de glucocorticoides a largo plazo mediante



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2424970 T3

la administracién de un agonista de la grelina. El agonista de la grelina puede ser [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-
28)-NH. (SEQ ID n.° 2). El glucocorticoide puede ser dexametasona.

Se describe adicionalmente un procedimiento que permite la administracion a largo plazo de dosis terapéuticas de
glucocorticoides para tratar el asma, que comprende el alivio de los efectos catabdlicos de la administracion de
dichas dosis terapéuticas de glucocomc0|des a largo plazo mediante la administracion de un agonista de la grelina.
El agonista de la grelina puede ser [Aib?, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2). El glucocorticoide puede
ser dexametasona. El individuo que recibe el procedimiento de la invencion que permite la administracion a largo
plazo de dosis terapéuticas de glucocorticoides para tratar el asma puede ser un nifio o un adulto.

También se describe un procedimiento que permite la administracion a largo plazo de dosis terapéuticas de
glucocorticoides para tratar una enfermedad o afeccién, que comprende aliviar los efectos catabdlicos de la
administracion de dichas dosis terapéuticas de glucocorticoides a largo plazo mediante la administracion de un
agonista de la grelina, en donde la administracién incluye, pero no se limita a ellas, la administracion intramuscular,
intranasal, intraperitoneal e intravenosa.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Efectos de la respuesta a la dosis de [Aib®, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) (indicado
como «Ay) frente a la grelina en el recambio de fosfoinositidos en las células transfectadas CHO-K1 que expresan el
receptor de hGHS1a. Los resultados son la media + DE de tres experimentos independientes.

Figura 2. Efecto de la respuesta a la dosis de la administracion intravenosa de [Aib%, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-
NH, (SEQ ID n.° 2) (indicado como «A») sobre la secrecion de la GH en ratas con libertad de movimientos. Los
valores de las dosis se expresan como nmol/kg. Cada punto experimental representa la media + EEM de cuatro
animales replicados. Cuando no se ilustran barras de error, el EEM es mas pequefio que la altura ocupada por el
simbolo que representa la media.

Figura 3. El efecto del tratamiento farmacolégico diferente sobre el crecimiento somatico de las ratas macho jovenes,
el tratamiento con dexametasona (también denominado en la presente memoria «DEX») dlsmlnuyo
significativamente (P < 0,01) el crecimiento somatico, mientras que la administracion de [Aib% Glu*(NH-
hexil)IhGrelina(1-28)-NH. (SEQ ID n.° 2) (indicado como «A») incremento significativamente (P < 0,05) el crecimiento
somatico en comparacion con las ratas tratadas con SAL. La supresion del crecimiento inducida por DEX se revirtid
mediante el tratamiento concomitante con [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) (prueba de la t de
Dunnett para comparaciones multiples). Los datos representan la media de ocho animales; las lineas rectas
representan el analisis de regresion lineal (R = 0,9, P < 0,05 para todos los grupos experimentales).

Figura 4. Panel A: el efecto del tratamiento farmacolégico diferente sobre la ingestion de alimento durante 24 h
expresado como porcentaje del valor del control. Los datos representan la media + EEM de nueve determinaciones
realizadas a intervalos irregulares desde el dia 33 al dia 47 después del nacimiento. Panel B: el efecto de los
diferentes tratamientos farmacoldgicos sobre la eficacia del alimento calculado como proporcion entre la ingestion de
alimento (g) y la masa corporal (g) medida durante el mismo intervalo de tiempo en diferentes etapas del
crecimiento. Los datos representan la media + EEM de ocho ratas. * P < 0,05; ** < 0,01 frente a ratas tratadas con
SAL (prueba de la t de Dunnett). Panel C: el efecto de los diferentes tratamientos farmacoldgicos sobre la ingestion
acumulativa de alimento medida a lo largo de los intervalos de tiempo indicados en diferentes etapas del
crecimiento.

Figura 5. Estudio de la relacion entre la masa corporal final y la concentracion de IGF-1 en el plasma en el momento
de matar las ratas: se observé una correIaC|on Ilneal positiva (N = 32, Pearson de dos colas R = 0,7125, P < 0,001);
cuadrado relleno, SAL; cuadrado vacio [Aib%, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH2 (SEQ ID n.° 2); circulo relleno, DEX;
circulo vacio, DEX + [Aib%, Glu*(NH-hexil)hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2).

Figura 6. Estudio de la relacion entre la masa corporal final y la concentracion de insulina en el plasma en el
momento de matar las ratas: se observé una correlacion lineal positiva, lo que limita el analisis a ratas tratadas con
DEX (N = 16, Pearson de dos colas R = 0,5848, P < 0,05); cuadrado relleno, SAL; cuadrado vacio [Aib?, GIu}(NH-
hexil)]hGrelina(1-28)-NH. (SEQ ID n.° 2); circulo relleno, DEX; circulo vacio, DEX + [Aib?, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-
28)-NH, (SEQ ID n.° 2).

Descripcion detallada de la invencién

Se describe en la presente memoria un nuevo procedimiento para tratar las disfunciones catabdlicas inducidas por el
exceso de glucocorticoides. El procedimiento comprende la administraciéon a un humano o animal que sufre una
disfuncion catabdlica, o que posiblemente pueda padecerla de una cantidad terapéuticamente eficaz de la grelina, o
un analogo funcional de la misma, en particular [Aib®, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2).

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
el mismo significado que entiende habitualmente el experto en la técnica a la que pertenece la invencion. De igual
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forma, todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas en la presente
memoria estan incorporadas por referencia.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la expresion «exceso de glucocorticoides» o «glucocorticoides en
exceso» se refiere a los pacientes que padecen una afeccidn asociada a la exposicién cronica a una cantidad de
glucocorticoides por encima de lo normal. Como resultado, estos pacientes se pueden caracterizar por tener una
elevada concentracién de glucocorticoides en la sangre. Los ejemplos incluyen la secrecion excesiva de las
hormonas de la corteza suprarrenal tales como el cortisol en el sindrome de Cushing, o la exposicién crénica a los
glucocorticoides, tal como la dexametasona, utilizados como antiinflamatorios en muchos cuadros clinicos tales
como el sindrome de dificultad respiratoria grave de la prematuridad.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el «catabolismo» se refiere a una degradacién neta del tejido
anatémico. Asi pues, un «efecto catabdlico» es un efecto que implica una degradacion de los tejidos anatémicos.
Los efectos catabdlicos inducidos por el exceso de glucocorticoides pueden incluir, pero sin limitarse a ellos,
reduccion del crecimiento, reduccién de la velocidad de crecimiento, reduccion de la masa corporal, reduccion de la
masa corporal magra, reduccién de la concentracion de IGF-1 y reduccion de la masa 6sea. Tal y como se utiliza en
la presente memoria, un sujeto experimenta una «reduccion del crecimiento» cuando el sujeto es mas bajo que la
altura tedrica, lo que normalmente se juzga con relacién a la altura y al peso de sujetos similares de edad similar, lo
que a menudo se juzga en relacién con los graficos de altura y de peso para nifios y/o adultos. Tal y como se utiliza
en la presente memoria, un sujeto experimenta una «reduccion de la velocidad del crecimiento» cuando la velocidad
de crecimiento del sujeto es mas lenta o inferior que dicha velocidad para los sujetos similares de edad similar, lo
que a menudo se juzga en relacion con los graficos de altura y peso para nifios y/o adultos. Tal y como se utiliza en
la presente memoria, «peso corporal» o «masa corporal» se refiere al peso total de un sujeto, que incluye los tejidos
grasos y magros. Tal y como se utiliza en la presente memoria, «peso corporal» o «masa corporal» se refiere al
peso total de un sujeto, que incluye la grasa y los tejidos magros. Asi pues, un sujeto experimenta una reduccion de
la masa corporal cuando el sujeto pesa menos que sujetos similares de edad similar, lo que a menudo se juzga con
respecto a los graficos de altura y peso para nifios y/o adultos. Tal y como se utiliza en la presente memoria, «masa
corporal magra» se refiere al peso de los tejidos magros de un sujeto y excluye el peso de los tejidos grasos de un
sujeto. De un modo similar a la «reduccion de la masa corporal», un sujeto experimenta una «reduccién de la masa
corporal magra» cuando la masa corporal magra del sujeto es menor que la de los sujetos similares de edad similar.
Tal y como se utiliza en la presente memoria, una «reduccion de la concentracion de IGF-1» se refiere a una
afeccion en la que la concentracion de IGF-1 en circulacion en un sujeto esta reducida en comparacion con sujetos
similares de edad similar. Tal y como se utiliza en la presente memoria, un sujeto experimenta una «reduccion de la
masa 6sea» cuando la densidad 6sea del sujeto es menor que la de sujetos similares de edad similar. También se
puede medir una reduccion del crecimiento, una reduccién de la velocidad de crecimiento, una reduccion de la masa
corporal, una reduccion de la masa corporal magra, una reduccion de la concentracion de IGF-1 y una reduccion de
la masa 6sea, y comparar con las concentraciones o valores obtenidos en el mismo sujeto antes de la aparicion de
la enfermedad o afeccién que requiere la administracion de glucocorticoides.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una «disfuncion catabdlica» es una afeccidon que induce una via
bioquimica catabdlica en la cual se degrada una estructura anatémica. Con «prevencion de un estado catabolico»
incluimos un efecto en el que se estimula la sintesis de proteinas y/o un efecto en el cual se disminuye la velocidad
de degradacion de las proteinas.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «mejorar» se refiere al alivio, reduccion, supresion, disminucion o
cuanto menos aminoracion de los efectos catabdlicos del exceso de glucocorticoides.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una «enfermedad consuntiva de proteinas» o una «afeccion
consuntiva de proteinas» es una enfermedad o afeccion en la que las proteinas, a saber, la masa corporal magra,
disminuye o se reduce o desciende a un nivel indeseado y/o a una velocidad indeseada. Un ejemplo de una
enfermedad consuntiva de proteinas es la caquexia.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, la administracion de un farmaco a largo plazo, tal como un
glucocorticoide, describe la administracion del medicamento para el tratamiento de una afeccidon crénica. El farmaco
se puede administrar siempre y cuando exista la afeccion y el paciente obtenga un beneficio de la administracién. La
administracion a largo plazo puede durar varias semanas, varios meses o incluso varios afios. En algunos casos, el
medicamento se administra mientras el paciente esté vivo.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «crecimiento somatico» se refiere al crecimiento del cuerpo a
diferencia de las visceras.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «secrecion pulsatil de la hormona del crecimiento (GH)» se refiere a la
secrecion ritmica de la GH desde la adenohipdfisis.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «dificultad respiratoria de prematuridad», que también se puede
denominar «sindrome de dificultad respiratoria», es un trastorno de la respiracion de los recién nacidos prematuros
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en los que los alvéolos de los pulmones del recién nacido no permanecen abiertos ya que no se produce
tensioactivo o se produce poco.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «lipolisis» se refiere a la descomposicion o degradacion de la grasa.

El presente procedimiento esta disefiado para utilizarse en todas las disfunciones catabdlicas, tanto enterales como
parenterales. La terminologia «enteral» se pretende que indique la porcién del canal alimentario entre el estémago y
el ano. La terminologia «parenteral» denota esa region que esta fuera del tubo digestivo. La administracion de la
grelina, o de un analogo funcional de la misma, en particular [Aib®, Glu®*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2),
puede ser tanto por medio enteral como parenteral. La administracion enteral se lleva a cabo mediante un catéter de
poco calibre colocado a través de la nariz en las regiones gastrica o duodenal, o a través de la implantacion
quirdrgica tal y como en, por ejemplo, gastrostomia o yeyunostomia. Las vias parenterales de administracion
incluyen, pero sin limitarse a ellas, vias tales como inyeccidon subcutanea, intramuscular o intravenosa, absorcion
nasofaringea o por mucosa, o absorcion transdérmica.

En la mayoria de los casos se administra por via intravenosa el [Aib?, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.°
2), o una sal farmaceutlcamente aceptable del mismo. En la administracion intravenosa, la cantidad
terapéuticamente eficaz de [Aib?, Glu®(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH. (SEQ ID n.° 2), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo es en forma liquida, que se administra desde un reservorio directamente a través de la
colocacion de una aguja en una vena grande del paciente, en donde la aguja esta conectada al reservorio mediante
catéter.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, un «agonista» es una molécula que se fija al mismo receptor o
receptores que una molécula de ejemplo y desencadena Ia mlsma respuesta, o una parecida, del receptor o
receptores de dicha molécula de ejemplo. Por ejemplo, el [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH2 (SEQ ID n.° 2) es
un «agonista de la grelina», es decir, es una molécula que se fija al mismo receptor o receptores que la grelina
nativa y desencadena la misma respuesta, o una parecida, al fijarse a dichos receptores. La terminologia «analogo
funcional» es otra frase utilizada para describir una molécula agonista.

La terminologia «sustancialmente asociado a» se aplica a las disfunciones catabdlicas para las cuales resulta eficaz
el procedimiento de la invencion.

Los analogos funcionales de la grelina que conservan las caracteristicas de la grelina se contemplan como
equivalentes.

Tal 3/ como se utiliza en la presente memoria, una «cantidad terapéuticamente eficaz» para la administraciéon de
[Aib®, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH. (SEQ ID n.°2), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, son las
cantidades lo suficientemente grandes para impedir el catabolismo o la atrofia de los tejidos del cuerpo para
mantener la homeostasia metabdlica.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «composicion terapéutica» o «composicion farmacéutica» se define
por comprender el [Aib%, Glu*(NH-hexil)lhGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo que también puede contener excipientes como agua, minerales y otros vehiculos compatibles.

El uso de [Aib?, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH2 (SEQ ID n.° 2), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
mediante el procedimiento descrito en la presente memorla es |dealmente adecuado para la preparacion de
composiciones. Estas composiciones pueden comprender [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH2 (SEQ IDn.°2),0
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en monoterapia o en politerapia con otras sustancias quimicas.

Los analogos de la grelina tal como [Aib%, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2) se pueden administrar
en cualquier forma farmacéutica adecuada, p. €j., formularse con cualquier vehiculo farmacéutico conocido, sea
organico o inorganico. Los vehiculos asi utilizados deben ser inertes (no reactivos). Preferiblemente para la
administracion enteral, por ejemplo, en comprimidos, capsulas o similares, se pueden incorporar a ésta vehiculos
convencionales, p. €j., gelatina, lactosa, almidones o similares. Si se desea, las preparaciones se pueden esterilizar
o0 pueden contener adicionalmente sustancias auxiliares conocidas, tales como conservantes, estabilizantes,
humectantes o emulsionantes, sales para regular la presion osmética, tampones, aditivos y/o otros vehiculos
convencionales y similares. El contenido de las sustancias activas en estas preparaciones, tal como una ampolla o
un comprimido, puede estar en el intervalo de aproximadamente 5 a 100 mg, preferiblemente de aproximadamente 5
a 10 mg. Las preparaciones para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas o no acuosas estériles,
suspensiones y emulsiones. Se pueden utilizar vehiculos o vendajes oclusivos para incrementar la permeabilidad de
la piel y estimular la absorcién. Se pueden utilizar contenedores que contienen la composiciéon descrita en la
presente memoria para facilitar la administracion de [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2), o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con el procedimiento descrlto en Ia presente memoria.
Estos contenedores estan disefiados para contener, por ejemplo, la dosis diaria de [A|b Glu® (NH-hexil)]nGrelina(1-
28)-NH. (SEQ ID n.° 2), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que se ha de administrar al paciente.
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Nomenclatura y abreviaturas

Simbolo Significado

Algunos aminoacidos presentes en los compuestos descritos en la presente memoria se puede representar y se
representan en la presente memoria como sigue:

Abu acido a-aminobutirico
Acc acido 1-amino-1-ciclo(Cs-Cg)alquilcarboxilico
A3c acido 1-amino-1-ciclopropanocarboxilico
Adc acido 1-amino-1-ciclobutanocarboxilico
Abc acido 1-amino-1-ciclopentanocarboxilico
A6c acido 1-amino-1-ciclohexanocarboxilico

0]

V! \

O
Act indica la estructura
Aib acido a-aminoisobutirico
Aic acido 2-aminoindan-2-carboxilico
Alao A alanina
B-Ala beta-alanina

N
/=<
H

O
Apc indica la estructura:
Argo R arginina
hArg homoarginina
AsnoN asparragina
AspoD acido aspartico
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Simbolo Significado

Ava acido 5-amino-n-valérico
Cha R-ciclohexilalanina

CysoC cisteina

hCys L-homocisteina

Dab acido 2,4-diaminobutirico
Dap acido 2,3-diaminopropiénico
Dhp 3,4-deshidroprolina

Dmt acido 5,5-dimetiltiazolidina-4-carboxilico
2-Fua 3-(2-furil)-alanina

GinoQ glutamina

GluoE acido glutamico

GlyoG glicina

Hiso H histidina

3-Hyp trans-3-hidroxi-L-prolina, a saber, acido (2S,3S)-3-hidroxipirrolidina-2-carboxilico
4-Hyp 4-hidroxiprolina, a saber, acido (2S,4R)-4-hidroxipirrolidina-2-carboxilico
lleol isoleucina

Inc acido indolina-2-carboxilico

Inp acido isonipecético

Ktp 4-cetoprolina

LeuolL leucina

hLeu homoleucina

LysoK lisina

Meto M metionina

1-Nal B-(1-naftil)-L-alanina

2-Nal B-(2-naftil)-L-alanina

10
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Simbolo Significado
Nle norleucina
Nva norvalina
Oic acido octahidroindol-2-carboxilico
Orn ornitina
2-Pal B-(2-piridil)alanina
3-Pal B-(3-piridil)alanina
4-Pal B-(4-piridil)alanina
PheoF fenilalanina
hPhe homofenilalanina
Pip acido pipecolico
Proo P prolina
Sero S serina
N=\
o S
/ N \
H
0]
Taz R-(4-tiazolil)alanina, a saber,
2-Thi R-(2-tienil)-alanina
3-Thi R-(3-tienil)-alanina
Thp 4-amino-4-carboxitetrahidropirano
ThroT treonina
Thz acido tiazolidina-4-carboxilico
Tic acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilico
Tle tert-leucina
TrpoW triptofano
TyroY tirosina
ValoV valina

11
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Si el aminoacido tiene formas isoméricas, es la forma de L del aminoacido la que se representa, a menos que se
indique explicitamente otra cosa.

Ciertas abreviaturas utilizadas en la presente memoria se definen a continuacion:

Boc:  tert-butiloxicarbonilo

BSA: albumina de suero bovino
Bzl: bencilo

DCM: diclorometano

DIC: N, N-diisopropilcarbodiimida
DIEA: diisopropiletil amina

Dmab: 4-{N-(1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexilideno)-3-metilbutil}-amino} bencilo

DMAP: 4-(dimetilamino)piridina

DMF: dimetilformamida

DNP:  2,4-dinitrofenilo

EDTA acido etilendiaminotetracético

Fmoc: fluorenilmetiloxicarbonilo

HBTU: hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
cHex ciclohexilo

HOAT: hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio

HOBt:  1-hidroxi-benzotriazol

MBHA 4-metilbenzhidrilamina

Mmt:  4-metoxitritilo

NMP: N-metilpirrolidona

Pbf: 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo
PhiPr  éster de y-2-fenilisopropilo

tBu: tert-butilo

TIS: triisopropilsilano

TOS: tosilo

12
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trt tritilo
TFA:  &cido trifluoroacético
TFFH: hexafluorofosfato de tetrametilfluoroforamidinio

Z. benciloxicarbonilo

La nomenclatura utilizada para definir los péptidos en la presente memoria es la tipicamente utilizada en la técnica,
en donde el grupo amino del extremo amino aparece a la izquierda y el grupo carboxilo del extremo carboxilo
aparece a la derecha, es decir, representa la estructura -NH-C(R)(R')-CO-, en donde R y R' son cada uno,
independientemente, hidrégeno o la cadena lateral de un aminoacido (p. €j., R = CHs y R' = H para Ala), o Ry R’
pueden unirse para formar un sistema de anillo. Para el aminoacido del extremo amino, la abreviatura representa la
estructura de:

o cuando el aminoacido del extremo amino es el acido isonipecético (Inp), la abreviatura representa la estructura de:

0
|

/N

Un péptido también puede indicarse en la presente memoria mediante otro formato, p. ej., (Aib?)hGrelina(1-28)-NHs,
con el olos ammoamdos sustituidos de la secuencia natural colocados entre la primera pareja de paréntesis (p. €.,
Aib® para Ser® en la hGrelina). Los ndmeros entre el segundo conjunto de paréntesis se refiere al numero de
aminoacidos presentes en el péptido (p. ej., hGrelina(1-18) se refiere 2 los aminoacidos 1 a 18 de la secuencia
peptidica de la grelina humana). La deS|gnaC|on «NHa» en, p. €j., (Aib®)hGrelina(1-28)-NH,, indica que el extremo
carboxilo del péptido esta amidado. (Aib®)hGrelina(1-28), o, alternativamente, (Aib?)hGrelina(1-28)-OH indica que el
extremo carboxilo es el acido libre.

A menos que se indique otra cosa, los aminoacidos con un centro quiral se proporcionan en el enantiomero L. La
referencia a un «derivado del mismo» se refiere a un aminoacido modificado tal como el correspondiente D-
aminoacido, un N-alquil-aminoacido, un B-aminoacido o un aminoacido marcado.

«Acilo» se refiere a R"-C(O)-, en donde R" es H, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido,
alquenilo, alquenilo sustituido, arilo, alquilarilo o alquilarilo sustituido.

«Alquilo» se refiere a un grupo hidrocarbonado que contiene uno o mas atomos de carbono en los que multiples
atomos de carbono, si estan presentes, se unen mediante enlaces sencillos. El grupo hidrocarbonado de alquilo
puede ser de cadena lineal o contener una o mas ramificaciones o grupos ciclicos.

«Alquilo sustituido» se refiere a un alquilo en donde uno o varios atomos de hidrégeno del grupo hidrocarburo estan
reemplazados por uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno (a saber, fltor, cloro,
bromo y yodo), -OH, -CN, -SH, -NH, -NHCH3;, -NOg, - alquilo C1.59 sustituido con 1 a 6 halégenos, -CF3, -OCHg, -
OCF3, y -(CH2)0-20-COOH. En diferentes realizaciones se presentan 1, 2, 3 o 4 sustituyentes. La presencia de -
(CH2)0-20-COOH da lugar a la produccion de un acido alquilico. Ejemplos de acidos alquilicos que contienen, o que
consisten en, -(CH2)o-20-COOH incluyen acido 2-norbornano acético, acido tert-butirico y acido 3-ciclopentil
propiénico.

«Heteroalquilo» se refiere a un alquilo en el que uno o varios atomos de carbono del grupo hidrocarburo estan
reemplazados por uno o varios de los siguientes grupos: amino, amido, -O-, -S- o carbonilo. En diferentes
realizaciones estan presentes 1 o 2 heteroatomos.

«Heteroalquilo sustituido» se refiere a un heteroalquilo en donde uno o varios atomos de hidrogeno del grupo
hidrocarburo estan reemplazados por uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno (a
saber, fllor, cloro, bromo y yodo), -OH, -CN, -SH, -NH,, -NHCH3, -NO, -alquilo C1.5 sustituido con 1 a 6 halégenos,
-CF3, -OCHgs, -OCF3, y -(CH2)0-20-COOH. En diferentes realizaciones, se presentan 1, 2, 3 o 4 sustituyentes.
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«Alquenilo» se refiere a un grupo hidrocarburo compuesto por dos o mas carbonos en los que estan presentes uno o
varios dobles enlaces carbono-carbono. El grupo hidrocarbonado de alquenilo puede ser de cadena lineal o contener
una o mas ramificaciones o grupos ciclicos.

«Alquenilo sustituido» se refiere a un alquenilo en donde uno o varios hidrégenos estan reemplazados por uno o
varios sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno (a saber, fltor, cloro, bromo y yodo), -OH, -
CN, -SH, -NH>, -NHCHB3, -NOy, -alquilo C1.2¢ sustituido con 1 a 6 halégenos, -CF3, -OCHgs, -OCF3, y -(CH2)0-20-COOH.
En diferentes realizaciones se presentan 1, 2, 3 o 4 sustituyentes.

«Arilo» se refiere a un grupo aromatico opcionalmente sustituido con por lo menos un anillo que tiene un sistema de
electrones 1 conjugados que contiene hasta dos sistemas de anillos conjugados o condensados. Arilo incluye
grupos arilo carbociclico, arilo heterociclico y biarilo. Preferiblemente, el arilo es un anillo de cinco o seis miembros.
Los atomos preferidos para un arilo heterociclico son uno o varios de azufre, oxigeno y/o nitrégeno. Los ejemplos de
arilo incluyen fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, indol, quinolina, 2-imidazol y 9-antraceno. Los sustituyentes de arilo se
seleccionan del grupo que consiste en -alquilo C1.20, -alcoxi C1-20, halégeno (a saber, fluor, cloro, bromo y yodo), -
OH, -CN, -SH, -NH;, -NO,, -alquilo Ci5 sustituido con 1 a 5 halégenos,-CF3, -OCF3 y -(CHz2)o-20-COOH. En
diferentes realizaciones el arilo contiene 0, 1, 2, 3 o0 4 sustituyentes.

La terminologia «halo» abarca fltor, cloro, bromo y yodo.

La terminologia «resto de hidrocarburo (C+4-C12)» abarca alquilo, alquenilo y alquinilo y, en el caso del alquenilo y del
alquinilo, son C,-C2.

«Alquilarilo» se refiere a un «alquilo» unido a un «arilo».

Lo que se quiere significar mediante Glu(O-hexilo) es

OO

-N
[

H (o]

Lo que se quiere significar mediante Asp(1-heptanol) es

NN
o (e}

-— HN

I
o]

Lo que se quiere significar mediante Glu(NH-hexilo) es

H
O, N~

Lo que se quiere significar mediante Ser(n-octanoilo) o Ser(C(O)-heptilo) es

Lo que se quiere significar mediante Dap(1-octanosulfonilo) es
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Lo que se quiere significar mediante Cys(R'®) es:
s—Rts
R
I
H o]

NN
i

S

R

|

H O

Lo que se quiere significar mediante biotinilo es

Lo que se quiere significar mediante miristilo es

Lo que se quiere significar mediante Lys(biotinilo) es
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En la presente memoria se incluyen diasteredmeros asi como también sus formas racémicas y enantioméricamente
puras resueltas. Los analogos de grelina pueden contener D-aminoacidos, L-aminoacidos o sus combinaciones.
Preferiblemente, los aminoacidos presentes en un analogo de grelina son los L-enantiémeros.

Los derivados de analogos citados en la presente memoria pueden comprender D-aminoacidos, N-alquil-
aminoacidos, B-aminoacidos y/o uno o varios aminoacidos marcados (entre ellos una version marcada de un D-
aminoacido, un N-alquil-aminoacido o un 3-aminoacido). Un derivado marcado indica la alteracién de un aminoacido
o un derivado de aminoacido con un marcador detectable. Ejemplos de marcadores detectables incluyen
marcadores luminiscentes, enzimaticos o radiactivos. Tanto el tipo de marcacién como la posicion del marcador
pueden alterar la actividad del analogo. Los marcadores se deben seleccionar y posicionar de modo que no alteren
sustancialmente la actividad del analogo de la grelina en el receptor de GHS. El efecto de un marcador y posicion
concretos sobre la actividad de la grelina se puede determinar mediante ensayos que miden la actividad de la grelina
y/o su unién.

Un grupo protector unido covalentemente al grupo carboxilo del extremo carboxilo reduce la reactividad del extremo
carboxilo en condiciones in vivo. El grupo protector del extremo carboxilo esta preferiblemente unido al grupo a-
carbonilo del ultimo aminoacido. Los grupos protectores del extremo carboxilo pueden incluir amida, metilamida y
etilamida.

Ejemplos
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La descripcion anterior describe de forma general la presente invencion. Se puede obtener un conocimiento mas
completo mediante referencia a los ejemplos especificos que vienen a continuaciéon y que se dan a conocer en la
presente memoria solo con el proposito de ilustrarla y no pretenden ser limitantes a menos que se especifique de
otra manera.

Se pueden producir analogos de la grelina mediante las técnicas descritas en la presente memoria para producir
[Aib?, GIu*(NH- heX|I)]hGreI|na(1 -28)-NH, (SEQ ID n.° 2), asi como las técnicas que se conocen bien en la técnica.
Por ejemplo, una region del polipéptido de un analogo de la grelina puede sintetizarse y modificarse quimica o
bioquimicamente. Las técnicas para sintesis quimica de polipéptidos también se conocen bien en la técnica (Vincent
en «Peptide and Protein Drug Delivery», Nueva York, N. Y., Dekker, 1990.) Por ejemplo, los péptidos pueden
prepararse por sintesis de péptidos estandar en fase solida (Stewart, J. M., et al., Solid Phase Synthesis (Pierce
Chemical Co., 2.2 ed. 1984)).

Los ejemplos de técnicas para la sintesis bioquimica implican la introduccién de un acido nucleico en una célulay la
expresion de acidos nucleicos se da a conocer en Ausubel, «Current Protocols in Molecular Biology», John Wiley,
1987-1998, y en Sambrook et al., en «Molecular Cloning, A Laboratory Manual», 2.2 edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989.

Ejemplo 1
Sintesis del analogo de la grelina [Aib% Glu®(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2).

El [Aib?, GIu (NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2) se sintetizé en un sintetizador de péptidos de Applied
Biosystems® (Foster City, CA) modelo 430A® que se modifico para realizar la sintesis acelerada de péptidos en fase
soélida con quimica Boc (Schnolzer et al., Int. J. Peptide Protein Res., 1992, 40: 180). Se utilizé una resina de 4-
metilbenzhidrilamina (a partir de ahora se denominara «MBHA») (Penlnsula Belmont CA) con la sustitucion de 0,91
mmol/g. Los aminoacidos con Boc (Midwest Bio-Tech®, Fishers, IN; Novabiochem®, San Diego, CA) se utilizaron con
la siguiente proteccion de la cadena lateral: Boc-Ala- OH Boc-Arg(Tos)-OH, Boc—Hls(DNP) -OH, Boc-Val-OH, Boc-
Leu-OH, Boc-Gly-OH, Boc-GIn-OH, Boc-Lys(2CI1Z)-OH, Boc-Ser(Bzl)-OH, Boc-Phe-OH, Boc-GIu(OcHex) -OH y Boc-
Pro-OH. Con respecto a las posiciones sustituidas, se utilizé6 Boc-Gly-OH como resto en la posicion 1, Fmoc-Aib-OH
se utilizé como resto en la posicion 2, y Fmoc-Glu(OtBu)-OH (Novabiochem®, San Diego, CA) se utilizd como resto
en la posicion 3 de la secuencia. La sintesis se llevo a cabo a una escala de 0,25 mmol. Se retiraron los grupos de
Boc mediante tratamiento con TFA al 100% durante 2 x 1 minuto. Los aminoacidos con Boc (2,5 mmol) se activaron
con HBTU (2,0 mmol) y DIEA (1,0 ml) en 4 ml de DMF y se conjugaron sin una neutralizacién previa de la sal de TFA
de resina-péptido. El tiempo de conjugacion fue de 5 minutos.

Al final del ensamblaje de los primeros 25 restos en el sintetizador de péptidos ABI 430A° y antes de la conjugacion
de Fmoc-Glu(OtBu)-OH, la resina con el péptido protegido se transfirid a un recipiente de reacciéon en un agitador
para la sintesis manual. Después de retirar el grupo protector Boc mediante el uso de TFA al 100% durante 2 x 1
minuto y el lavado con DMF, la resina se mezclé con Fmoc-Glu(OtBu)-OH (2,5 mmol) que se habia activado con
HBTU (2,0 mmol), HOBt (2,0 mmol) y DIEA (1.0 ml) en 4 ml de DMF. La mezcla se agit6 durante 2 horas. Se repitid
esta etapa de conjugacion. Tras el lavado con DMF, la resina se traté con una soluciéon de TFA que contenia agua al
5% y TIS al 5% durante 2 horas para retirar el grupo protector tBu de la cadena lateral del resto de Glu. La resina se
neutralizé con DIEA al 10% en DMF y se lavé con DMF y DCM, y luego se traté con hexilamina (2,0 mmol), DIC (2,0
mmol), HOBT (2,0 mmol) en 5 ml de DCM durante 2 x 2 horas. La resina se lavé con DMF y se trat6 con piperidina al
25% en DMF durante 30 minutos para retirar los grupos protectores Fmoc. Tras el lavado con DMF y DCM, la resina
se transfirié al recipiente de reaccién en el sintetizador de péptidos ABI 430A° para el ensamblaje de los dos restos
que faltaban.

Al terminar el ensamblaje de toda la cadena peptidica, la resina se traté con una solucion de mercaptoetanol al
20%/DIEA al 10% en DMF durante 2 x 30 minutos para retirar el grupo DNP de la cadena lateral de la histidina. A
continuacion, el grupo Boc del extremo amino se retir6 mediante el tratamiento con TFA al 100% durante 2 x 2
minutos. La resina con el péptido se lavdé con DMF y DCM, y se sec6 a baja presién. La escision final se realizd
mediante la agitacion de la resina unida al péptido en 10 ml de HF que contenia 1 ml de anisol y ditiotreitol (50 mg) a
0 °C durante 75 minutos. El HF se retir6 mediante un flujo de nitrégeno. El residuo se lavo con éter (6 x 10 ml) y se
extrajo con HOAc a4 N (6 x 10 ml).

Este producto bruto se purlflco en una HPLC preparativa de fase inversa con una columna (4 x 43 cm) de Css
DYNAMAX-100A"® (Varian®, Walnut Creek, CA). La columna se eluyd con un gradiente lineal de A al 75% y B al
25% a A al 55% Ay B al 45% a una velocidad de flujo de 10 ml/minuto durante una hora, en donde A era TFA al
0,1% en agua y B era TFA al 0,1% en acetonitrilo. Las fracciones se recogieron y verificaron en una HPLC analitica.
Las que contenian el producto puro se combinaron y se liofilizaron hasta secarlas. Se obtuvieron 31,8 mg de un
solido blanco.

La pureza fue del 97% basandose en el analisis de la HPLC analitica. El analisis por espectrometria de masas por
ionizacién y electropulverizacion (ESI MS) dio la masa molecular de 3366,95 Da (en concordancia con la masa
molecular calculada de 3367,24 Da).
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Ejemplo 2
Estudios in vitro: Recambio de fosfoinositidos

Células CHO-K1, que expresan el receptor recombinante de GHS-1a de los humanos se recogieron y
resuspendieron en una solucion salina tamponada con fosfato % e contenia glucosa a 25 mM y sacarosa a 75 mM
(PBS+GS) y se incubaron previamente con 25 uCi/ml de mio[ H]inositol durante 60 min a 37 °C. Las células se
lavaron, se resuspendieron en PBS+GS y se incubaron con LiCl (100 mM) y péptidos GHS en un volumen final de
0,30 ml. Se termind la reaccion con la adicién de cloroformo/metanol (1:2) y se aislaron los fosfatos de [>HJinositol
totales tal y como se describid previamente (Snider et al. J. Neurochem. 1986, 47: 1214-1218; véase también la
figura 1).

Ejemplo 3
Estudios in vivo

3A) Efectos relacionados con la dosis de [Aib% Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) en la
secrecion de la GH sobre las ratas que se mueven con libertad

Durante el estudio, los animales se mantuvieron de acuerdo con la directrices del Ministerio Italiano de Salud para el
cuidado y el uso de animales de laboratorio (Decreto legge 116/92). En este estudio se utilizaron ratas macho
jovenes Sprague-Dawley (Rattus norvegicus). Los animales se compraron a Harlan, ltalia (S. Pietro al Natisone,
Italia) y se mantuvieron en un medio con la temperatura controlada (21-23 °C) en un periodo continuo de exposicion
a luz:oscuridad de 12:12 horas en el que la exposicion a la luz comenzaba a las 08:00 horas y terminaba a las 20:00
horas. A los animales se les proporcioné agua y alimento a voluntad que consistia en un pienso granulado estandar
(Piccioni, Gessate-Milano, ltalia) que contenia al menos el 3% de grasa, el 56% de glucidos y el 19% de proteinas.
El contenido caldrico total fue aproximadamente de 3200 calorias/kg de pienso granulado.

Se anestesio6 a las ratas (200-250 g) con hidrato de cloral (500 mg/kg) y se les ajustd una canula auricular desde la
yugular derecha al menos 18 horas antes del experimento. Para determinar la concentracion basal de las hormonas,
se tomaron muestras de sangre con jeringuillas heparinizadas a —10 y 0 minutos de ratas que se movian con libertad
y estaban totalmente consmentes Inmediatamente tras la muestra de sangre a los 0 minutos, a las ratas se les
inyecté o bien [Aib%, Glu*(NH-hexil)lnGrelina(1-28)-NHz (SEQ ID n.° 2) o bien el vehiculo (una solucién salina estéril
con seroalbumina bovina al 0,25% (p/v) mediante la canula permanente. Se tomaron posteriormente muestras de
sangre aproximadamente a los 10, 20, 40 y 60 minutos de la inyeccién inicial. Se separod el plasma y se conservo
hasta que se realizo el ensayo de la GH (véase la figura 2).

3B) Efectos de diferentes tratamientos farmacolégicos sobre los parametros de crecimiento
3B.1) Procedimiento operativo y de cuidado de los animales

Se compraron 32 ratas macho Sprague-Dawley prepuberes de aproximadamente 21 dias de edad y que pesaban
entre 45 y 55 g a Harlan, Italia (S. Pietro al Natisone, ITALIA). Durante el estudio, los animales se mantuvieron de
acuerdo con la directrices del Ministerio Italiano de Salud para el cuidado y el uso de animales de laboratorio
(Decreto legge 116/92). Los animales se repartieron aleatoriamente entre dos grupos de tratamiento y se
mantuvieron en un medio controlado a una temperatura constante de 21 a 23° C con un periodo continuo de
exposicion a luz:oscuridad de 12:12 horas, en donde la exposicién a la luz comenzaba a aproximadamente las 8:00
horas de la mafiana y terminaba aproximadamente a las 20:00 horas. Se dio agua y alimento a los animales a
voluntad, que consistia en una dieta diaria de aproximadamente 3200 calorias/kg de pienso granulado estandar
proporcionado por Piccioni, Gessate-Milano, Italia (que contiene al menos el 19% de proteinas, el 3% de grasas y el
56% de glucidos).

A partir del 23.° dia (a saber, los animales tenian 23 dias de edad), 16 de los animales de estudio se trataron por via
intraperitoneal (i.p.) diariamente con 40 ug/kg de solucién salina o bien de fosfato de sodio y de dexametasona
(vendido con la marca comercial Decadron™ de Merck Pharmaceuticals, West Point, Pensilvania). A partir del 30° dia
(a saber, los animales tenian 30 dias de edad), el subgrupo de 16 animales estudiados se dividi6é adicionalmente en
grupos de 8 y se tratd por via subcutanea tres veces al dia (a aproxmadamente las 9:00 de la mafiana, a las 13:00 y
las 17:00) con o bien 80 nmol/kg del analogo de la grelina [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2)
(IPSEN, Milford, Massachusetts) disuelto en una solucion salina estéril con seroalbumina bovina al 0,25%, o bien
con el vehiculo (solo la solucién salina de seroalbumina bovina). Se continué con este tratamiento durante 24 dias, y
a lo largo de dicho tiempo, los animales estudiados se pesaron dos veces por semana. A intervalos irregulares, se
midio la ingestion acumulada de alimento durante un periodo de 24 horas. A partir del dia 46.° (a saber, los animales
tenian 46 dias de edad), se midi¢ la longitud de los animales de control y problema desde la nariz al ano (de aqui en
adelante se denominara «la longitud ano-nariz»). El dia 47.° (a saber, los animales tenian 47 dias de edad), dejo de
darse pienso a los sujetos problema a partir de las 8:00 de la mafiana. Se tomaron pequefias muestras de sangre
mediante una puncién percutanea de la cola para valorar la glucemia durante el periodo de tratamiento.

Los animales problema recibieron dos administraciones subcutaneas de [Aib% Glu*(NH-hexil)hGrelina(1-28)-NH,
(SEQ ID n.° 2) a aproximadamente las 9:00 de la mafiana y a las 13:00. Los animales estudiados se sacrificaron
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mediante una decapitacion rapida a aproximadamente las 14:00, se recogié sangre del tronco para determinar la
concentracion de las hormonas, y se retiraron y pesaron las almohadillas de grasa del plexo testicular.

3B.2) Preparacion y analisis de las muestras

Las muestras de sangre troncal se tomaron de los sujetos problema tras la decapitacion. Las muestras de sangre se
recogieron en tubos que contenian EDTA, se separaron mediante centrifugacion y se conservaron a -20 °C. Se midio
la concentracion plasmatica de insulina, de IGF-1 y de corticoesterona utilizando kits comerciales de RIA (los kits de
corticoesterona e insulina se obtuvieron de ICN-Biomedicals, Asse-Relegem, Bélgica y el kit problema rIGF-1 se
obtuvo de Medlagnostlc GMbH, Tubingen, ALEMANIA). Se determind la concentracion de glucosa utilizando el
glucémetro Glucotrend® Soft Test System (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia).

3B.3) Calculos y analisis estadistico

A menos que se indique de otra manera, los resultados descritos en las figuras 3 a 6 se expresan como la media +
EEM de ocho sujetos problema replicados. Se analizaron los datos en busca de significacion estadistica mediante
ANOVA de una sola cola, lo que determina la variacion (varianza) dentro de los grupos y cémo la variacion se
traduce en variacion (a saber, diferencias) entre los grupos, teniendo en cuenta cuantos sujetos hay en cada grupo.
A este andlisis estadistico le siguid la prueba de la t de Dunnett o la prueba de Tukey para comparaciones multiples,
que se utilizan para determinar si la media de los grupos de control diferian significativamente. El analisis de
correlacion lineal se realizé mediante la prueba paramétrica de Pearson o la prueba no paramétrica de Spearman.
Se considero significativo un valor de P por debajo de 0,5.

3B.4) Resultados

El analisis de regresion de las curvas de crecimiento mostré claramente las diferencias de aumento de peso corporal
para los cuatro grupos de tratamiento (vease la tabla 1). La dexametasona redujo significativamente la masa
corporal final y la longitud corporal final; [Aib?, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) incremento el
crecimiento lineal en las ratas tratadas con disolucion salina y revirtid la inhibicion del crecimiento en las ratas
tratadas con dexametasona (véase la tabla 1). Los efectos inhibidores de la dexametasona sobre el crecimiento
somatico fueron paralelos a la disminucion de la ingestion de alimento durante 24 horas, reduccion de la eficacia del
alimento (definida como una proporcion entre el aumento de peso corporal y la ingestion de alimento medida en el
mismo intervalo de tiempo) y dlsmlnu0|on de la concentracion de IGF-1 en el plasma en comparacion con las ratas
tratadas con el vehiculo. El [Aib% Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2) indujo un incremento de la
ingestion y la eficacia del alimento y del IGF-1 en el plasma de las ratas tratadas con solucién salina, y revirtié Ios
efectos inhibidores de la dexametasona (véase la tabla 2, flgura 4). Estos resultados demostraron que [Alb
Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) es una opcion terapéutica para revertir los efectos catabolicos
inducidos por los glucocorticoides.

Tabla 1. Los efectos de diferentes tratamientos farmacoldgicos sobre una serie de parametros de crecimiento.

Tratamiento Masa corporal|Velocidad de|indice de|Longitud final de la|Almohadillas de

final (g) crecimiento obesidad  de|nariz al ano (cm) grasa del plexo
(g/dia) Lee testicular (g)

Disolucion salina [211,1 + 3,2 6,7+0,3 322 +3,7 18,5+0,2 1,23 £ 0,06

A 230,8 £4,8* 7,6 +0,3* 318+1,4 19,3 +0,1* 1,31 £ 0,07

Dexametasona  |185,2 + 4,2 56 +0,2" 321+1,6 17,8 £0,2* 1,14 £ 0,06

Dexametasona &|196,1 +4,7 6,2+0,3 317 +29 18,3+2,9 1,22 +£0,1

A

Todos los datos se expresan como media £+ EEM de ocho animales para cada grupo exgerlmental *=P<0,05; **=
P < 0,01 frente a ratas tratadas con solucién salina (prueba de la t de Dunnett). A* = [Aib?, Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-
28)-NH, (SEQ ID n.° 2).
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Tabla 2. Los efectos de diferentes tratamientos farmacologicos sobre la concentracién de la glucosa y de las
hormonas en el plasma.

ES 2424970 T3

Tratamiento Corticoesterona (ng/ml) IGF-1 (ng/ml) Insulina (uIU/ml) Glucosa (mg/dl)
Disolucién salina 125 + 27 1464 + 112 457 +4 .1 120+ 4

AN 235 + 23* 1653 + 87* 40,4 +5,7 122+3
Dexametasona 19 £ 2% 1257 £ 112% 50+ 6 107 £ 6*
Dexametasona & A 22+ 3 1375 + 89 63+ 4,9 103 + 5¢

Todos los datos se expresan como media + EEM de ocho animales para cada grupo experimental. * = P < 0, 05 =
P < 0,01; *** = P < 0,001 frente a las ratas tratadas con solucién salina (prueba de Dunnett). A* = [Aib% Glu® (NH-
hexil)]hGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2).

Los efectos del tratamiento crénico con glucocorticoides sobre el crecimiento somatico se ilustran en la figura 3 y se
describen en la tabla 1. El analisis de regresion de los datos obtenidos durante el periodo de tratamiento completo
demostré que todos los grupos experimentales mostraban un incremento lineal de la masa corporal frente al tiempo
(P < 0,05); realmente, la pendiente de la curva de crecimiento que ofrece la velocidad de crecimiento descrita en la
tabla 1 fue significativamente mas baja en las ratas tratadas con dexametasona y mayor en las ratas tratadas con
[Aib?%, Glu*(NH- heX|I)]hGreI|na(1 -28)-NH, (SEQ ID n.° 2) en comparacion con los animales tratados con la solucion
salina; el ultimo grupo crecioé a una velocidad |nd|cat|va de un crecimiento normal. La velocidad de crecimiento de la
ratas que reciben tanto dexametasona como [Aib?, Glu®(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2) no difirio
significativamente del valor medido en el grupo tratado con la solucién salina. Se observaron efectos parecidos
cuando se analizaron los grupos experimentales en funcion de la masa corporal final y la longitud ano-nariz final.
Ninguno de los diferentes tratamientos farmacoldgicos alteré significativamente ni el indice de obesidad (indice de
Lee) ni el peso de las almohadillas de grasa del plexo testicular (tabla 1).

La administracion de dexametasona no afectd significativamente a la ingestion acumulada de alimento a las 24
horas o hasta 10 dias desde el comienzo del tratamiento (datos sin mostrar). Pasado este tiempo se observd una
reduccion significativa de la cantidad de alimento consumido por los sujetos problema tratados con dexametasona
en comparamon con la cantidad consumida por los animales tratados con la solucidn salina; los sujetos tratados con
[Aib?, Glu® (NH hexil)]hGrelina(1-28)-NHz (SEQ ID n.° 2) mostraron un incremento de la ingestion diaria de alimento
en comparacion con los animales tratados con Ia squC|on salina; el consumo de alimento para los sujetos problema
que reciben tanto dexametasona como [Aib% Glu*(NH-hexil)hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) no difirié
significativamente de los animales tratados so6lo con solucidon salina respecto al comportamiento de alimentacion
(figura 4A). Se calculé la eficacia del alimento como la proporcién entre el aumento de masa corporal (en gramos) y
la ingestion de alimento (en gramos) medidos durante el mismo intervalo de tiempo. Tal y como se muestra en la
figura 4B, el tratamlento con dexametasona redujo significativamente la eficacia del alimento, mientras que el
tratamiento con [Aib®, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) incremento la eficacia del alimento en
comparaciéon con el tratamlento con solucién salina en dos de tres determinaciones; se observd que la
administracion de [Aib%, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH; (SEQ ID n.° 2) es capaz de revertir la disminucion de la
eficacia del alimento inducida por la dexametasona. Se encontré que la eficacia del alimento disminuia con la edad
en todos los grupos experimentales (P < 0,05); en la tercera determinacion, todos los valores tendian a un minimo
sin diferencias significativas entre los grupos experimentales. En la tabla 2 se describen los efectos de los diferentes
tratamientos farmacoldgicos sobre la concentracion de la glucosa y de las hormonas en el plasma medida en el
momento de sacrificar los sujetos problema. Tal y como se esperaba, la administracion cronica de dexametasona
suprimié casi completamente la secreciéon de corticoesterona y redujo S|gn|f|cat|vamente Ia concentracion de IGF-1
en el plasma en comparacién con la solucién salina. El analogo de la grelina, [Aib%, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-
NH2 (SEQ ID n.° 2), indujo un incremento bien definido de la corticoesterona en el plasma de los animales tratados
con la solucién salina en comparacion con los tratados sélo con el vehiculo, pero no pudo vencer la supresion del eje
HPA debldo a la retroalimentacion negativa en los animales tratados con dexametasona. Los sujetos tratados con
[Aib%, Glu*(NH-hexil)InGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n° 2) mostraron una mayor concentracion de IGF-1 que los
animales tratados con solucién salina; el [Aib% Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NHz (SEQ ID n.° 2) revirtio
parcialmente la supresion del IGF-1 en los sujetos tratados con dexametasona. El tratamiento con dexametasona
tendié a incrementar la concentramon de insulina en el plasma, pero el efecto no alcanzé la significacion estadistica.
La administracion de [Aib®, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH (SEQ ID n.° 2) mantuvo inalterada la concentracion de
la insulina en el plasma de los animales tratados con soluciéon salina en comparacién con el vehiculo; la
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administracion simultanea de dexametasona y [Aib?, Glu}(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH, (SEQ ID n.° 2) indujo
significativamente la secrecion de insulina y el incremento de la insulina en el plasma fue paralelo a una disminucién
de la glucemia.

El penultimo dia del experimento se midi6 la glucemia en muestras de sangre recogidas de la vena de la cola en tres
momentos durante la fase de luz del ciclo diario (10:00 de la mafiana, 15:00 de la tarde y 18:00 de la tarde). Todos
los sujetos de los grupos experimentales eran euglucémicos con cambios menores respecto al valor medio de la
glucosa en el plasma registrado en el momento de la decapitacion (véase la tabla 2).

Se observé una correlacion positiva entre la concentracion de IGF-1 en el plasma y la masa corporal final, al
representar en un grafico los valores de todos los animales sin tener en cuenta las diferencias del tratamiento
farmacologico (N = 32, Pearson de dos colas R = 0,7125, P < 0,001; figura 5). En la figura 6 se ilustra una
correlacion lineal positiva entre la concentracion de insulina en el plasma y la masa corporal final, lo que limita el
analisis a los sujetos problema tratados simultaneamente con dexametasona y [Aib?, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-
NH2 (SEQ ID n.° 2) o su vehiculo (N = 16, Pearson de dos colas R = 0,5848, P < 0,05). No se observd ninguna
relacion entre la insulina en el plasma y la masa corporal final, lo que limita el analisis a los animales tratados con
solucién salina (figura 4).

Las principales implicaciones de los resultados mostrados en este estudio preclinico es que los analogos
estabilizados de la grelina pueden tener una aplicacién clinica a la hora de contrarrestar el estado catabdlico
inducido por el tratamiento con glucocorticoides a largo plazo. La reversion de la inhibicién del crecimiento por los
glucocorticoides en las ratas jovenes, tras la administracion del analogo de la grelina, estuvo mediada por una
estimulacion de la eficacia del pienso y un incremento de la cantidad de IGF-1 en circulacion, un indice de la
actividad del eje somatotropo; la correlacion positiva observada entre la concentracion de insulina en el plasma y la
masa corporal final sugiere que la insulina también podria haber desempefiado una funcién clave en la mediacion de
los efectos anabdlicos de la grelina en las ratas tratadas con dexametasona. Cabe destacar que se ha probado que
la grelina in vitro potencia la respuesta celular a la insulina.

El principal inconveniente del uso de la grelina en los pacientes tratados con dexametasona podria ser el incremento
de la adiposidad visceral debido al efecto adipogénico de la grelina y a la reduccion de la tolerancia a la glucosa a
través de la estimulacion sostenida de la liberacion de la GH. Los resultados descritos en la presente memoria
argumentan en contra de esta hipotesis, ya que la glucemia durante la fase de luz y el peso de las almohadillas de
grasa del plexo testicular, un indice de los depdsitos abdominales de grasa, no difirieron significativamente entre los
grupos experimentales después de tres semanas de tratamiento. Es importante observar que el presente
experimento difiere de estudios anteriores que tratan sobre los efectos metabolicos y adipogénicos de la grelina en
un modelo de rata, ya que el analogo de la grelina se administré a sujetos problema prepuberes. Se sabe bien que
los roedores, en esta edad, crecen rapidamente con un crecimiento somatico lineal; esto sugiere, pues, que los
sujetos seleccionados pueden ser menos propensos a acumular masas de grasa en comparacion con los sujetos
problema mas maduros que tienen una menor velocidad de crecimiento.

Administracion

Los analogos de la grelina, en particular [Aib?, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH. (SEQ ID n.° 2), se pueden formular
y administrar a un sujeto que utiliza la guia dada a conocer en la presente memoria junto con técnicas bien
conocidas en la técnica. La ruta preferida de administracion asegura que una cantidad eficaz del compuesto alcance
la diana. Las directrices para la administracion farmacéutica en general se dan a conocer en, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences 18.2 edicion, Ed. Gennaro, Mark Publishing, (1990) y en Modem
Pharmaceutics 2.2 edicion, Eds. Banker y Rhodes, Marcel Dekker, Inc., (1990), ambas incorporadas a la presente
memoria por referencia.

Se pueden preparar analogos de la grelina como sales acidas o basicas. Las sales farmacéuticamente aceptables
(en la forma de productos dispersables o hidrosolubles o liposolubles) incluyen sales no tdxicas convencionales o las
sales de amonio cuaternario que se forman, p. €j., a partir de bases o acidos inorganicos u organicos. Los ejemplos
de dichas sales incluyen sales por adicion de acido tales como acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato,
bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, canforato, canforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato,
dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato,
hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2-
naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato,
succinato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato; y sales basicas tales como sales de amonio, sales de metal
alcalino tales como sales de sodio y potasio, sales de metal alcalinotérreo tales como sales de calcio y magnesio,
sales con bases organicas tales como sales de diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, y sales con aminoacidos
tales como arginina vy lisina.

Los analogos de la grelina se pueden administrar por vias diferentes que incluyen oral, nasal, por inyeccion,
transdérmica y transmucosa. Los ingredientes activos que se van a administrar por via oral como suspension
pueden prepararse de acuerdo con las técnicas conocidas en la técnica de formulacion farmacéutica y pueden
contener celulosa microcristalina para impartir volumen, acido alginico o alginato de sodio como agente de
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suspension, metilcelulosa como potenciador de viscosidad y edulcorantes/saborizantes. Como comprimidos de
liberacién inmediata, estas composiciones pueden contener celulosa microcristalina, fosfato de dicalcio, almidén,
estearato de magnesio y lactosa y/u ofros excipientes, aglutinantes, extensores, disgregantes, diluyentes y
lubricantes.

Administradas mediante inhalacion o aerosol nasales, las formulaciones pueden prepararse, por ejemplo, como
disoluciones en solucién salina que emplean alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la
absorciéon para estimular la biodisponibilidad, mediante el uso de fluorocarburos y/o mediante el uso de otros
agentes solubilizantes o disgregantes.

Los analogos de la grelina pueden también administrarse en forma intravenosa (tanto en bolo como en infusion),
intraperitoneal, subcutanea, topica con o sin oclusion, o intramuscular. Cuando se administra por inyeccion, la
solucién o suspension inyectable puede formularse con diluyentes o solventes idoneos y no toxicos parenteralmente
adecuados, tales como solucidon de Ringer o solucion isoténica de cloruro de sodio, o agentes adecuados de
disgregacion o humectante y de suspension, tales como aceites estériles, aceites no volatiles suaves, que incluyen
mono- o diglicéridos sintéticos, y acidos grasos, entre ellos acido oleico.

Las posologias de dosificaciéon adecuadas se determinan preferiblemente teniendo en cuenta factores bien
conocidos en la técnica, incluido el tipo de sujeto a dosificar; edad, peso, sexo y afeccién médica del sujeto; la via de
administracion; el funcionamiento renal y hepatico del sujeto; el efecto deseado; y el compuesto particular empleado.

La precision 6ptima para lograr concentraciones del farmaco dentro del intervalo que produce eficacia sin toxicidad
requiere un régimen basado en la cinética de la disponibilidad del farmaco hacia sitios diana. Esto implica una
consideracion de la distribucion, el equilibrio y la eliminacion del farmaco. Se espera que la dosis diaria para un
sujeto esté entre 0,01 y 1000 mg por sujeto por dia.

Los analogos de la grelina pueden darse a conocer en un kit. Dicho kit tipicamente contiene un compuesto activo en
formas farmacéuticas para la administraciéon. Una forma farmacéutica contiene una cantidad suficiente de
compuesto activo tal que puede obtenerse un efecto deseado cuando se administra a un sujeto durante intervalos
regulares, tales como 1 a 6 veces por dia, durante el transcurso de 1 o mas dias. Un kit puede contener
instrucciones que indican el uso de la forma farmacéutica para lograr un efecto deseable y la cantidad de la forma
farmacéutica que se debe tomar durante un periodo de tiempo especificado.

La invencioén se ha descrito en un modo ilustrativo, y se ha de entender que la terminologia que se ha utilizado tiene
como fin describir la invencion, en lugar de limitarla. Obviamente, son posibles muchas modificaciones y variaciones
de la presente invencioén a la vista de las ensefianzas anteriormente expuestas. Por lo tanto, se ha de entender que
dentro del alcance de las reivindicaciones anejas, la invencion puede practicarse en un modo distinto al que se
describe especificamente.
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REIVINDICACIONES

1. Agonista de la grelina de la formula [Aib% Glu*(NH-hexil)]nGrelina(1-28)-NH, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para el uso en el tratamiento de los efectos catabdlicos del exceso de glucocorticoides en un
individuo que sufre el sindrome de Cushing.

2. Agonista de la grelina de la formula [Aib?, Glu*(NH-hexil)]hGrelina(1-28)-NH. para el uso en el tratamiento de los
efectos secundarios catabolicos en un individuo asociados a la administracién a largo plazo de dosis terapéuticas de
un glucocorticoide, en donde dichos efectos secundarios se seleccionan del grupo que consiste en reduccion del
crecimiento, reduccion de la velocidad de crecimiento, reduccién de la masa corporal, reduccién de la masa corporal
magra, reduccion de la concentraciéon de factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-1) y reduccién de la masa
Osea.

3. Agonista de la grelina para el uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicho glucocorticoide administrado
es la dexametasona.

4. Agonista de la grelina para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dichas dosis terapéuticas de
glucocorticoides se administran a un nifio para tratar el sindrome de dificultad respiratoria de la prematuridad y
dichos efectos catabdlicos de dicho tratamiento con glucocorticoides se alivian mediante la administracion de dicho
agonista de la grelina.

5. Agonista de la grelina para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dichas cantidades terapéuticas de
glucocorticoides se administran a un individuo para tratar el asma y dichos efectos catabdlicos de dicho tratamiento
con glucocorticoides se alivian mediante la administracion de dicho agonista de la grelina.

6. Agonista de la grelina para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 o 5, en donde dicho
individuo es un adulto.

7. Agonista de la grelina para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 o 5, en donde dicho
individuo es un nifio.

8. Agonista de la grelina para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, en donde dicho glucocorticoide exdgeno
es la dexametasona.

9. Agonista de la grelina para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicho
tratamiento comprende la administracion del agonista de la grelina al individuo mediante una administracion
intramuscular, intranasal, intraperitoneal o intravenosa.

10. Agonista de la grelina para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicho
tratamiento comprende la administracion del agonista de la grelina al individuo mediante una administracion
intramuscular.

11. Agonista de la grelina para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicho
tratamiento comprende la administracion del agonista de la grelina al individuo mediante una administracion
intranasal.

12. Agonista de la grelina para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicho
tratamiento comprende la administracion del agonista de la grelina al individuo mediante una administracion
intraperitoneal.

13. Agonista de la grelina para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicho
tratamiento comprende la administracion del agonista de la grelina al individuo mediante una administracion
intravenosa.
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