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1
DESCRIPCION
Técnica anterior
[0001] En Japdn, la réapida occidentalizacidén de 1la

dieta ha dado lugar a una “era de saciedad”. Ademéas, con
la propagacidén de una civilizacidédn mecanizada tipificada
por el automdévil, un numero cada vez mayor de Japoneses
se encuentran en un estado de inactividad fisica crénica.
Dado este entorno social, la poblacidédn diabética en Japdn
ha aumentado recientemente a ritmos asombrosos a aproxi-
madamente cinco o seis millones, incluyendo los pacientes
potenciales.

[0002] La diabetes mellitus se clasifica en dos ti-
pos principales, el tipo I (diabetes mellitus insulino-
dependiente, o DMID) y el tipo II (diabetes mellitus no
insulino-dependiente, o DMNID). La diabetes de tipo I
aparece mas comunmente en menores; en esta enfermedad,
los islotes de Langerhans del pancreas, que son responsa-
bles de la secrecidén de insulina, son destruidos por in-
fecciones viricas u otras y se vuelven totalmente incapa-
ces de segregar insulina. La diabetes de tipo II aparece
predominantemente en personas de mediana edad y en 1los
ancianos; casi todos (aproximadamente un 95%) los dia-
béticos en Japdn quedan incluidos en esta clasificacidn.
Las personas predispuestas a la diabetes debido a una
tendencia a una insuficiente secrecidédn de insulina desa-
rrollardn la enfermedad como consecuencia de la inhibi-
ciébn fisioldgica de la accidén de la insulina, tal como
por ingestidén de un exceso de calorias, inactividad fisi-
ca, obesidad, estrés y envejecimiento.

[0003] La diabetes mellitus estd estrechamente rela-
cionada con la obesidad y un estudio muestra que aproxi-
madamente dos tercios de los pacientes con DMNID o bien
son obesos ahora o bien experimentaron obesidad en el pa-
sado. De hecho, se ha visto que la accidédn reductora de la

glucosa en sangre de la insulina es baja en personas obe-
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sas.
[0004] La obesidad tiene cada vez mayor prevalencia
y es un importante problema de salud en todo el mundo,
particularmente en las sociedades desarrolladas. En 1los
EE.UU., mas de la mitad de todos los adultos tienen ac-
tualmente sobrepeso. Allison et al. informaron que
aproximadamente 280.000 muertes en EE.UU. en 1991 eran
atribuibles a la obesidad (Allison DB et al., JAMA, 282:
1530-1538, 1991). Se sabe que la fisiopatologia de 1la
obesidad es una ingestidén prolongada y excesiva de nu-
trientes en relacidn al gasto. Se ha visto que una “dieta
occidental” que tiene un alto contenido en grasa va aso-
ciada a un mayor riesgo de obesidad.

[0005] La clave para la regulacidén del peso corporal
es el equilibrio entre la ingestidén de alimento y el con-
sumo energético y un desequilibrio entre los dos causa o
bien obesidad o bien delgadez. La leptina fue descubierta
por vez primera en 1994 y desde entonces se vio que era
critica para la regulacidédn del peso corporal como seflal
de adiposidad. Se han descubierto también una gran canti-
dad de nuevos péptidos que se localizan secuencia abajo
de la cascada de la leptina y que estédn implicados en la
regulacién del apetito. En particular, ha quedado claro
que grupos de neuropéptidos derivados del hipotédlamo que
se considerd previamente que tenian funciones indepen-
dientes desemperfian papeles individuales secuencia abajo
de la cascada de la leptina y que se produce un intimo
intercambio de informacidédn entre esos grupos de neuropép-
tidos.

[0006] Entre esos neuropéptidos, el neuropéptido Y
(NPY), las orexinas, la motilina, la hormona concentrado-
ra de la melanina (HCM) y la proteina relacionada con el
agouti (AGRP) son conocidos como substancias incrementa-
doras del apetito. Se conocen como substancias supresoras

del apetito la hormona estimuladora de a-melanocitos (o-
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MSH), el factor liberador de corticotropina (CRF), el
transcripto regulado por cocaina y anfetamina (CART) y la
colecistoquinina (CCK). Se considera que estos péptidos
estan implicados en el mecanismo fisioldgico de control
del apetito y que también afectan a la homeostasis
energética.

[0007] La hormona del crecimiento es segregada por
el 1ldébulo anterior de la hipdfisis; su secrecidn esta
controlada de un modo ingenioso, ya que es estimulada por
la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH)
procedente del hipotdlamo y suprimida por la somatostati-
na, Se ha visto recientemente que existe un mecanismo re-
gulador de la secrecidédn de GH a través de una ruta dife-
rente a la que implica a la GHRH y a la somatostatina. Se
han investigado los detalles de este mecanismo de regula-
cidén de la secrecidn de GH a través de una ruta diferente
mediante estudios sobre el secretagogo de la hormona de
crecimiento (GHS), que es un compuesto sintético que tie-
ne la actividad de promover la secrecidén de GH. E1 GHS
actua a través de una ruta diferente a la GHRH. Para re-
sumirlo, la GHRH activa el receptor de GHRH para elevar
la concentracidén intracelular de AMPc, mientras que el
GHS activa un receptor diferente del receptor de GHRH pa-
ra elevar la concentracién intracelular de ion Ca’’ me-
diada por el sistema IP3 intracelular. Se identificd 1la
estructura de GHS-R, el receptor sobre el que actua el
GHS, por la clonacidén de expresidén en 1996 (Howard A.D.
et al., Science, 273: 974-977, 1996). E1 GHS-R es un re-
ceptor acoplado a proteina G tipico que tiene siete domi-
nios de expansidén de transmembrana y que sSe expresa pre-
dominantemente en el hipotdlamo y en la glandula pituita-
ria.

[0008] Ademéds, la existencia del receptor gque se une
al GHS, que es un compuesto sintético gue no se encuentra

de forma natural en los organismos vivos, ha inducido a
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los cientificos a buscar ligandos enddgenos que activen
el GHS-R al unirse a él. Como resultado, se purificd la
grelina a partir del estdémago de rata y se identificd co-
mo un ligando especifico para GHS-R (Kojima M. et al.,
Nature, 402: 655-660, 1999).

[0009] La grelina es un péptido de 28-aminoacidos,
con una modificacidén n-octanoilo sobre la Ser 3 (serina
del 3° residuo de aminoacido). La grelina humana difiere
de la grelina de rata en dos residuos de aminodcido. A
continuacidén se muestran las férmulas estructurales de la

grelina de rata y de la humana:

[0010] La grelina quimicamente sintetizada presente
en una cantidad del orden nanomolar tiene la actividad de
elevacién del Ca’" intracelular en células CHO en las que
se expresa GHS-R, asi como la actividad de liberacidn de
hormona del crecimiento en un cultivo primario de células
de la gléndula pituitaria. La grelina también eleva la
hormona del crecimiento en la sangre en ratas in vivo. El
ARNm de la grelina se expresa altamente en el estdmago y
la grelina estad también presente en la sangre. E1 GHS-R
estd presente en el hipotédlamo, el corazdn, el pulmdén, el
pancreas, el intestino delgado y el tejido adiposo (ibid.
Kojima et al.). Ademéds, se ha descrito que la grelina es-

timula la alimentacidén (Wren et al., Endocrinology,
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141 (11): 4325-4328, 2000). Los presentes inventores vie-
ron con anterioridad que la grelina mostraba una marcada
accidén promotora del apetito a través del receptor NPY e
Yl y propusieron que la grelina seria util como agente
terapéutico para enfermedades gque muestran un sintoma de
hipoalimentacién (PCT/JP02/00765) .

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0011] Segun la presente invencidn, se proporciona
un antagonista de 1los receptores del secretagogo de la
hormona del crecimiento (GHS-R) para uso en la reduccidn
del nivel de glucosa en sangre.

Breve descripcidén de los dibujos

[0012]
La Fig. 1A muestra las secuencias de aminocacidos de
la grelina humana y de la motilina humana y la Fig.
1B muestra las secuencias de aminocdcidos de un re-
ceptor de grelina humana y de un receptor de motili-
na humana, indicédndose con asteriscos los mismos
aminoacidos.
La Fig. 2 muestra el efecto de la grelina adminis-
trada IP sobre el peso corporal bajo una dieta de
alto contenido en grasas.
La Fig. 3 muestra el efecto de la grelina adminis-
trada IP sobre la masa grasa del epididimo bajo una
dieta de alto contenido en grasas.
La Fig. 4 muestra la expresidén del ARNm de la lepti-
na, de la adiponectina y de la resistina en WAT tras
la administracidén IP de grelina, valorada por anali-
sis Northern blot.
La Fig. 5 muestra la expresidén del ARNm de la greli-
na bajo una dieta de alto contenido en grasas, valo-
rada por analisis Northern blot.
La Fig. 6 muestra el efecto de [D-Lys-3]-GHRP-6 ad-
ministrado IP sobre la ingestidén de alimento.
La Fig. 7 muestra el efecto de [D-Lys-3]-GHRP-6 ad-
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ministrado ICV sobre la ingestidén de alimento.
La Fig. 8 muestra el efecto de la administracidén si-
multédnea de grelina (IP) y [D-Lys-3]-GHRP-6 (ICV)
sobre la ingestidén de alimento.
La Fig. 9 muestra el efecto de [D-Lys-3]-GHRP-6 ad-
ministrado IP sobre la velocidad de vaciado gastri-
co.
La Fig. 10 muestra el efecto de [D-Arg-1l, D-Phe-5,
D-Trp-7, 9, Leu-ll]substancia P administrada IP so-
bre la ingestidén de alimento.
La Fig. 11 muestra el efecto de [D-Lys-3]-GHRP-6 ad-
ministrado IP sobre la ingestidén de alimento.
La Fig. 12 muestra el efecto de [D-Lys-3]-GHRP-6 ad-
ministrado IP sobre la ingestidén de alimento en ra-
tones ob/ob.
La Fig. 13 muestra el efecto de [D-Lys-3]-GHRP-6 re-
petidamente administrado sobre el aumento de peso
corporal en ratones ob/ob.
La Fig. 14 muestra el efecto de [D-Lys-3]-GHRP-6 ad-
ministrado IP sobre los &acidos grasos libres en ra-
tones ob/ob.

MEJOR MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

[0013] Los antagonistas GHS-R utilizados como prin-
cipios activos en la presente invencidn son substancias
que pueden unirse a GHS-R, inhibiendo asi los efectos de
los agonistas. Son antagonistas GHS-R utiles los antago-
nistas de la grelina o de los andlogos de la grelina.
[0014] Los antagonistas de la grelina o de los ana-
logos de la grelina pueden ser tipicamente identificados
por el método de rastreo descrito a continuacidn (véase
PCT/JP02/00765) .

[0015] Para decirlo de una manera especifica, el
rastreo de los antagonistas de la grelina o de los analo-
gos de la grelina puede ser realizado, aunque sin limita-

cidén, administrando una substancia candidata a un animal
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en presencia o ausencia de grelina o de un andlogo de 1la
grelina y midiendo la ingestidén de alimento, la expresidn
de ARNm NPY, la cantidad de unidén entre NPY y su receptor
Yl, el consumo de oxigeno, la velocidad de wvaciado
gastrico o la actividad del nervio vago.

[0016] Noétese que la grelina es la grelina de rata o
la grelina o andlogo de grelina humana, que sSe represen-

tan mediante la férmula I:

[0017] Los analogos de grelina, tal como se descri-
ben aqui, incluyen aquéllos que tienen uno o mas de los
28 aminoadcidos suprimidos, substituidos o afiadidos, siem-
pre que tengan la accidén promotora del apetito deseada.
También se incluyen diversos derivados de dichos analogos
de grelina [v.g., derivados que tienen aminoacidos cons-
tituyentes de los péptidos substituidos (incluyendo 1los
que tienen un grupo, digamos un alquileno, insertado en-
tre aminodcidos) y derivados éster].

[0018] La grelina o los anadlogos de grelina pueden
ser producidos por cualquier método e incluyen, aunqgque
sin limitacidén, los aislados y purificados a partir de
células humanas o de rata, los sintetizados o semisinte-
tizados y los obtenidos por ingenieria genética.

[0019] Un ejemplo tipico de los andlogos de grelina

que tienen uno o mas de los 28 aminoacidos suprimidos,
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substituidos o afiadidos es la des-Glnld-grelina, en donde
se ha suprimido la Gln 14 de la grelina. La des-Glnlé4-
grelina de rata se produce debido a diferencias en el
ayuste del gen de la grelina; en el estdmago de la rata,
este anadlogo representa aproximadamente una cuarta parte
de la grelina y proporciona la misma intensidad de acti-
vidad liberadora de hormona del crecimiento.

[0020] También se incluyen entre los anadlogos de la
grelina los siguientes, que se describen en J. Med.
Chem., 43, 4370-4376, 2000. Son ejemplos aquellos pépti-
dos o derivados de los mismos que tienen dos de los 28
aminoacidos de la grelina, es decir, los que estéan en las
posiciones 3 y 4 desde el extremo N (preferiblemente los
cuatro aminoadcidos del extremo N) y que tienen la cadena
lateral en el tercer aminoacido (Ser) a partir del extre-
mo N substituida, siempre que tengan una accidn promotora
de la liberacidén de la hormona del crecimiento.

[0021] Pueden ser ejemplos de la cadena lateral en
el tercer aminocacido a partir del extremo N grupos acilo
distintos del grupo octanoilo, que es la cadena lateral
en la grelina, y grupos alquilo (los grupos acilo y al-
quilo tienen preferiblemente 6-18 &tomos de carbono). Co-
mo cadenas laterales especificas, se incluyen:

—-CH, (CHy) 9CHs, - (CO)-(CH;)¢CH3, -CO-CH=CH-CH=CH-CH=CH-CHs,
—CO-CH (CH,CH,CH3) 2, —-CO- (CH3) oCH3, —-CO- (CH3) 14CH3, -CO-
(CH,) CH,Br, -CO-CH(CH,),CONH (CH;),CH;, -COPh y las fdbérmu-

las siguientes:

oD O

[0022] Como ejemplos especificos de andlogos de gre-
lina que tienen los aminodcidos en las posiciones 3 y 4
desde el extremo N y que tienen la cadena lateral en el

tercer aminodcido (Ser) a partir del extremo N substitui-
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da, se incluyen NH,- (CH;)4-CO-Ser (octil) -Phe-Leu-NH-
(CH2)»,-NH, y el compuesto descrito en el 37 Peptide Forum
(18-20 de Octubre de 2000).

[0023] En la presente invencidén, se usaron [D-Lys-
3]-GHRP-6 (Veeraragavan K. et al., Life Sci. 50: 1149-55,
1992) y [D-Arg-1, D-Phe-5, D-Trp-7, 9, Leu-1ll]substancia
P (Cheng, K. et al., Journal of Endocrinology, 152: 155-
158, 1997) como antagonistas GHS-R para verificar 1los
efectos de la invencién.

[0024] Los agentes terapéuticos de la presente in-
vencidén pueden ser administrados central (v.g., por la
via 1ntracerebroventricular o inyectados en la columna
vertebral) o periféricamente. Se prefiere la administra-
cidbébn periférica. Muchos de los péptidos reguladores del
apetito administrados periféricamente no muestran la mis-
ma accidén que cuando se administran centralmente; sin em-
bargo, los agentes terapéuticos de la presente invencidn
redujeron significativamente el nivel de glucosa en san-
gre incluso cuando se administraron periféricamente. Por
lo tanto, los agentes terapéuticos de la presente inven-
cidébn pueden ser administrados convenientemente, causando
menos dolor al paciente y ofreciendo asi ventajas mucho
mayores que los péptidos reguladores del apetito conven-
cionales.

[0025] Los antagonistas GHS-R pueden ser formulados
solos o junto con soportes y aditivos farmacoldgicamente
aceptables en preparaciones orales y preparaciones paren-
terales comunes mediante procedimientos conocidos de for-
mulacidén farmacéutica. Por ejemplo, pueden ser formulados
en preparaciones en solucidén (v.g., inyecciones para via
intraarterial, intravenosa o subcutédnea, gotas nasales y
jarabes), tabletas, pastillas para chupar, capsulas, pol-
vos, granulos, ungientos y supositorios. Es también posi-
ble el uso en sistemas de administracidén de farmacos (co-

mo para terapia de liberacidén prolongada) .
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[0026] La dosis de los agentes terapéuticos de la
presente invencidédn varia con la edad del paciente, su pe-
so corporal, los sintomas, la via de administracidn, etc.
y debe ser determinada segun el criterio de un médico.
Normalmente, para administracidén intravenosa, la dosis
varia de aproximadamente 0,1 pg a 1.000 mg por kg de peso
corporal, preferiblemente de aproximadamente 0,01 mg a
100 mg por kg de peso corporal y mas preferiblemente de
0,1 mg a 10 mg por kg de peso corporal, calculada para el
antagonista GHS-R. Sin embargo, la dosis no se limita en
modo alguno a estos rangos.

[0027] Como se describird en los Ejemplos que se
dardn mas adelante, los presentes inventores midieron el
peso corporal, la masa grasa, la glucosa, la insulina y
las expresiones génicas de la leptina, la adiponectina y
la resistina en el tejido adiposo blanco tras administra-
ciones repetidas de grelina bajo una dieta rica en gra-
sas. Los 1inventores valoraron también la expresién
gadstrica del gen de la grelina por anadlisis Northern
blot. Ademas, los inventores midieron la ingestidén de
energia y el vaciado gastrico tras la administracidén de
los antagonistas GHS-R. Se continudé con la administraciédn
repetida de los antagonistas GHS-R durante seis dias en
ratones obesos ob/ob y se estudidé su eficacia.

[0028] Los resultados fueron los siguientes: la gre-
lina indujo una adiposidad apreciable y empeord el con-
trol glicémico bajo una dieta rica en grasas; la grelina
elevd la expresidn del ARNm de la leptina y también redu-
jo la expresidén del ARNm de la resistina; y la expresidn
gadstrica del ARNm de la grelina aumentd con una dieta ri-
ca en grasas.

[0029] Los antagonistas GHS-R redujeron la ingestidn
de energia en ratones delgados, en ratones con obesidad
inducida por la dieta y en ratones obesos ob/ob, asocian-

dose su mecanismo de accidén a la reduccidn del wvaciado
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gadstrico. La administracidén repetida de los antagonistas
GHS-R redujo el aumento de peso corporal y mejord el con-
trol glicémico en ratones ob/ob.

[0030] Por lo tanto, se ha verificado que la grelina
estd estrechamente relacionada con el aumento de peso
corporal en exceso, la adiposidad y la resistencia a la
insulina, particularmente bajo una dieta rica en grasas.

Discusidén de los efectos de los antagonistas GHS-R sobre

la alimentacidn

[0031] En base a la prediccidédn de que los antagonis-
tas GHS-R inducirian un estado de equilibrio energético
negativo, los presentes inventores examinaron los efectos
de los antagonistas GHS-R sobre la alimentacidén. Los an-
tagonistas GHS-R administraron redujeron la alimentacidn
en ratones delgados y en ratones a los que se habia con-
vertido en obesos mediante una dieta rica en grasas. In-
formes previos han mostrado que el GHS-R esta presente en
el hipotadlamo, el corazdn, el pulmdbdbn, el pancreas, el in-
testino delgado y el tejido adiposo. En el hipotdlamo, el
GHS-R se localiza en el nucleo arcuato (ARC), donde se
sintetizan dos péptidos orexigénicos, el neuropéptido Y
(NRY) y la proteina relacionada con el agouti (AGRP), en
las neuronas. Ademds, secretagogos GH no peptidicos act-
uan sobre el hipotadlamo para alterar la actividad eléc-
trica de las neuronas ARC y activar la expresidén del c-
fos (véase, por ejemplo, Lawrence et al., Endocrinology,
143: 155-162, 2002). Hasta la fecha, se ha descrito que
la grelina estimula el comportamiento de alimentacién al
estar implicado su mecanismo de accidén en la activacidn
directa de las neuronas NPY y AGRP hipotaldmicas en el
ARC, donde la barrera hematoencefdlica es menos efectiva
(véase, por ejemplo, Inui, Nat. Rev. Neurosci., 2: 551-
560, 2001). Sin embargo, una ruta alternativa para la se-
fnalizacidén de la grelina a partir del estdémago es median-

te una red neural ascendente que va a través del nervio
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vago y de los nucleos del tronco cerebral y que alcanza
finalmente el hipotdlamo. En la presente invencidn, 1los
antagonistas GHS-R centralmente administrados abolieron
la accidén estimuladora sobre la alimentacién inducida por
la grelina periféricamente administrada. Estos resultados
sugieren que la grelina puede actuar a través de GHS-R en
el cerebro. Los presentes inventores demostraron también
que los antagonistas GHS-R periféricamente administrados
reducian la velocidad de vaciado gastrico, lo que contri-
buye a su accidédn anorexigena (accidn supresora del apeti-
to) . Se ha acumulado una considerable evidencia que indi-
ca que la distensidn gastrica actla como sefilal de sacie-
dad para inhibir la ingestidén de alimento y que el rapido
vaciado gastrico se relaciona con la sobrealimentacidn y
la obesidad, mientras que un vaciado géastrico retardado
se relaciona con la anorexia y la caquexia (Inui, Mol.
Phychiatry, 6: 620-624, 2001). Estudios previos han mos-
trado que la grelina aumenta la velocidad de vaciado y la
motilidad del estdémago a través de la ruta vagal (Inui,
Nat. Rev. Neurosci., 2: 551-560, 2001).

[0032] La presente invencidén muestra que el GHS-R
desempefia un papel en el control del comportamiento de
alimentacidén y que el antagonismo del GHS-R puede ser un
enfoque prometedor para el tratamiento de la obesidad.
[0033] Los presentes inventores demostraron ademas
que los antagonistas GHS-R periféricamente administrados
producian una accidén anorexigena y causaban pérdida de
peso corporal y reducian las concentraciones de glucosa
en sangre en ratones ob/ob, que se conocen como modelo
genético de obesidad y diabetes mellitus con resistencia
a la insulina y réapido vaciado gastrico. Esta notable re-
duccidén en los niveles de glucosa, junto con la reduccidn
moderada de los niveles de insulina en suero, indica el
papel de los antagonistas GHS-R en el mejoramiento de la

resistencia a la insulina. Por otra parte, se ha visto
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que elevaciones de los FFA en plasma inducen resistencia
a la insulina por inhibicién de la actividad de transpor-
te de la glucosa, estando implicado su mecanismo de ac-
ciébn en la reduccidén de la actividad fosfatidilinositol
3-kinasa. Recientemente, se ha descrito que una elevada
concentracidén circulante de FFA es un factor de riesgo
independiente para la muerte subita en hombres de mediana
edad en un estudio de cohorte a largo plazo (Jouven et
al., Circulation, 104: 756-761, 2001). En los Ejemplos
que se dan a continuacidén, los antagonistas GHS-R produ-
jeron una notable disminucidén en los niveles de FFA de
ratones obesos ob/ob.

[0034] En conclusidn, los presentes inventores vie-
ron que los antagonistas GHS-R, [D-Lys-3]-GHRP-6 y [D-
Arg-1, D-Phe-5, D-Trp-7, 9, Leu-ll]substancia P, perifé-
ricamente administrados reducian la ingestidén de alimento
en ratones delgados, en ratones con obesidad inducida por
la dieta y en ratones obesos ob/ob. Los inventores vieron
también que la administracidén repetida de [D-Lys-3]-GHRP-
6 reducia el aumento de peso corporal y mejoraba el con-
trol glicémico en ratones.

[0035] La presente solicitud reivindica prioridad de
la Solicitud de Patente Japonesa 2002-197582.

[0036] La presente invencidédn es descrita con mayor
detalle en relacidédn a los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Materiales y métodos de ensayo

(1) Experimentos con animales

[0037] Se utilizaron ratones machos de la cepa ddy
(34-37 g, JAPAN SLC, Shizuoka, Japdbdn) y ratones C57BL/6J
obesos (ob/ob) (68-74 g, Shionogi Co., Ltd., Shiga,
Japdn) . Se les alojd individualmente en un ambiente regu-
lado (22 £ 2°C, 55 £ 10% de humedad, ciclo de 12:12 horas
de luz:obscuridad, encendiendo la luz a las 7:00 AM). Los

ratones recibieron una dieta estadndar que contenia un 12%
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de energia total como grasa o una dieta rica en grasa que
contenia un 45% de energia total como grasa (CLEA Japan,
INC., Tokyo, Japdn). Podian disponer de alimento y agua
ad 1libitum, salvo indicacién en contrario. Todos los ex-
perimentos fueron aprobados por el comité de proteccidn
animal de la Universidad de Kobe.

(2) Farmacos de ensayo

[0038] Se compraron la [D-Lys-3]-GHRP-6, la [D-Arg-
1, D-Phe-5, D-Trp-7, 9, Leu-ll]lsubstancia P y la grelina
de rata a BACHEM CALIFORNIA INC. (Torrance, California,
EE.UU.), NEOSYSTEM (Strasbourg, Francia) y Peptide Insti-
tute (Osaka, Japdn), respectivamente. Justo antes de 1la
administracidén, se diluyd cada farmaco en 4 pl de liquido
cefalorraquideo artificial (“ACSF”) para administracidn
en el interior del tercer ventriculo cerebral (ICV), o en
100 pl de suero fisioldgico para administracidén intrape-
ritoneal (IP). Se expresan los resultados como valor me-
dio £ s.e.m. Se utilizdé un anédlisis de wvarianza (ANOVA),
seguido de una prueba t de Bonferroni, para valorar las
diferencias entre grupos. Se considerd que una P <0,05
era estadisticamente significativa.

(3) Administracidédn ICV de los férmacos

[0039] Para la administracién ICV, los ratones fue-
ron anestesiados con pentobarbital sdédico (80-85 mg/kg
IP) y colocados en un instrumento estereotaxico (SR-6,
Narishige, Tokyo, Japdn) siete dias antes de los experi-
mentos. Se practicd un agujero en cada craneo utilizando
una aguja insertada 0,9 mm lateral a la sutura central y
0,9 mm posterior al bregma. Se implantd una canula de ca-
libre 24 (Safelet-Cas, Nipro, Osaka, Japdn) biselada en
un extremo en una distancia de 3 mm en el tercer ventri-
culo cerebral para la administracidén ICV. Se £fijé 1la
canula al créaneo con cemento dental y se tapd con sili-
cio. Se unid una insercidn para inyeccidn de calibre 27 a

una microjeringa mediante tubos PE-20.
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(4) Pruebas de alimentacidn

[0040] Antes de las pruebas de alimentacidn, se
privdé a los ratones del alimento durante 16 horas, con
libre acceso al agua, excepto durante un experimento so-
bre el efecto de la coadministracidén de [D-Lys-3]-GHRP-6
y grelina sobre la ingestién de alimento, donde se dio a
los ratones libre acceso al alimento y al agua. Se midid
la ingestidén de alimento restando el alimento no comido
del alimento inicialmente premedido a los 20 minutos, 1,
2 y 4 horas después de la administracidn.

(5) Aislamiento de ARN y analisis Northern blot

[0041] Se aisld el ARN del estémago y de la grasa
epididimal wusando el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Tokyo,
Japdn) . Se desnaturalizdé el ARN total con formaldehido,
se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1% y se
depositd en mancha sobre una membrana Hybond N'. Se
hibridaron las membranas con una sonda de ADNc marcada
con fluoresceina. Se determinaron las densidades integra-
das totales de las seflales de hibridacidén por densito-
metria (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia).
Se normalizaron los datos con respecto a la abundancia de
ARNm de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(G3PDH) y se expresaron como porcentaje de los controles.
(6) Expresidn del gen de la grelina

[0042] Se dio a ratones delgados una dieta estandar
que contenia un 12% de energia total en forma de grasa o
una dieta rica en grasas que contenia un 45% de energia
total en forma de grasa durante dos semanas. Se dejd a
los ratones en ayunas durante ocho horas antes de ser sa-
crificados por dislocacidén cervical. Inmediatamente des-
pués de eso, se extrajeron los estdmagos de los ratones,
se congelaron sobre hielo seco y se guardaron a =-80°C
hasta la preparacién de los Northern blots.

(7) Vaciado gastrico

[0043] Antes de los experimentos sobre el wvaciado
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gastrico, se privdé a los ratones de alimento durante 16
horas con libre acceso al agua. Los ratones que habian
estado en ayunas tuvieron libre acceso a pellas prepesa-
das durante una hora y se les administrdé luego [D-Lys-3]-
GHRP-6. Se privd a los ratones de alimento de nuevo du-
rante una o dos horas tras la administracidén. Se midid la
ingestién de alimento pesando las pellas no comidas. Se
sacrificé a los ratones por dislocacidn cervical dos o
tres horas después del comienzo de los experimentos. In-
mediatamente después de eso, se expuso el estdmago por
laparotomia, se 1ligd rapidamente tanto en el piloro como
en el cardias, se extrajo luego y se pesd su contenido
seco. Se calculd el vaciado gastrico segun la siguiente

férmulac:

vaciado gastrico (%) = {1 - (peso seco de alimento
recuperado del estémago/peso

de alimento ingerido)} x 100

(8) Administracidén repetida

[0044] Se continud con administraciones IP repetidas
durante cinco dias en ratones delgados bajo una dieta ri-
ca en grasas o una dieta estandar, y durante seis dias en
ratones obesos db/db bajo una dieta estandar, respectiva-
mente. Se dio a los ratones la administracidén a las 7:00
AM v a las 19:00 PM. Se midieron diariamente la ingestién
de alimento y el peso corporal. Se separd el suero de
sangre obtenida del seno orbital bajo anestesia con éter
al final del experimento (ocho horas tras la retirada del
alimento y la administracidén IP final). Se sacrificd a
los ratones por dislocacidn cervical. Inmediatamente des-
pués de eso, se extrajeron y pesaron la masa del cojinete
graso epididimal, wvalorada como tejido adiposo blanco
("WAT”) y el musculo gastrocnemio. Se mididé la glucosa en

sangre por el método de la glucosa oxidasa. Se midieron
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la insulina y los acidos grasos libres en suero (“FFA”)
por enzimoinmunoensayo y un método enzimatico (EIKEN CHE-
MICAL CO., LTD., Tokyo, Japdn), respectivamente. Se mi-
dieron los triglicéridos y el colesterol total en suero
mediante un método enzimatico (Wako Pure Chemical Indus-
tries, Ltd., Tokyo, Japdn).

Ejemplo 1: Los efectos de la administracidén repetida de
grelina sobre el aumento del peso corporal y el control
glicémico bajo una dieta rica en grasas

[0045] Como consecuencia de la administracién IP de
grelina dos veces al dia durante cinco dias (una dosis: 3
nmol/ratédn), el aumento de peso corporal se incrementd
significativamente, con un aumento concomitante en la in-
gestidén diaria de energia (Figs. 2 y 3 y Tabla 1). La ma-
sa del cojinete graso aumentd significativamente en un
49% vy un 125% en comparacién con los ratones tratados con
suero fisioldgico que fueron alimentados con dieta estan-
dar y dieta rica en grasas, respectivamente. El musculo
esquelético no mostrd ningun aumento de peso. Los niveles
de colesterol e insulina en suero aumentaron también,
junto con un moderado aumento en las concentraciones de
glucosa en sangre. A continuacidn, se valoraron los nive-
les de ARNm de la leptina, la adiponectina y la resistina
en WAT. Las administraciones repetidas de grelina aumen-
taron la expresidén del ARNm de la leptina, y redujeron
también la expresidén del ARNm de la resistina en WAT
(Fig. 4).

[0046] En siguiente 1lugar, se valordé la expresidn
del ARNm de la grelina bajo una dieta rica en grasas que
contenia un 45% de energia total en forma de grasa. La
dieta rica en grasas durante dos semanas aumentd signifi-
cativamente la expresidén del gen de la grelina en el
estémago de ratones privados de alimento en comparacidn

con la dieta estéandar (Fig. 5).
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Tabla 1. Efectos de la grelina administrada intraperito-
nealmente (3 mmol/ratédn cada 12 horas durante 5 dias) so-
bre la ingestidén de calorias, la masa de grasa epididi-
mal, el musculo gastrocnemio y las concentraciones de
glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos y acidos
grasos libres en sangre en ratones delgados bajo una di-

eta rica en grasas.

LF, Suero fi- HF, Suero fi- HF, Grelina
sioldgico sioldgico
Ingestién de 18,83 = 1,055 23,22 £ 1,329 25,94 +
calorias 2,562%
(kcal/dia)
Masa del co- 0,533 £ 0,049 0,797 £ 0,095 1,202 £
jinete graso 0,175**"

(9)
Masculo es—- 0,337

I+

0,016 0,353 =+ 0,010 0,340 £ 0,005
quelético (qg)

Glucosa 142,3 + 8,578 151,2 + 14,86 160,5 + 8,977
(mg/dl)

Insulina 0,900 £ 0,134 1,183 + 0,087 2,520 %
(ng/ml) 0,945%*
Colesterol 144,7 = 13,03 215,3 = 224,8 *
(mg/dl) 19,22* 19,69*%*

I+

Triglicéridos 30,67 2,860 27,00 £ 3,454 32,80 £ 7,965
(mg/dl)

Acidos grasos 1,467

I+

0,050 1,623 £ 0,100 1,636 = 0,047
libres

(meq./1)

Notas: En la tabla, se expresan los resultados como me-
dia * s.e.m. LF y HF indican la dieta estandar y la di-
eta rica en grasas, respectivamente.

*P < 0,05 y **P < 0,01 representan cada una la diferen-
cia significativa entre los ratones tratados con el sue-

ro fisioldgico alimentados con la dieta estandar y 1los
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ratones tratados con grelina alimentados con la dieta
rica en grasa.

#P < 0,05 representa la diferencia significativa entre
los ratones tratados con suero fisioldgico alimentados
con la dieta rica en grasa y los ratones tratados con

grelina alimentados con la dieta rica en grasa.

Ejemplo 2: La influencia de los antagonistas GHS-R sobre
el equilibrio energético

[0047] Se administrd el antagonista GHS-R [D-Lys-3]-
GHRP-6 IP a ratones privados de alimento. Como muestra la
Fig. 6, [D-Lys-3]-GHRP-6 redujo significativamente la in-
gestidén de alimento de un modo dosis-dependiente.

[0048] Los presentes inventores investigaron también
si el [D-Lys-3]-GHRP-6 administrado centralmente tendria
efectos similares. El [D-Lys-3]-GHRP-6 administrado tanto
ICV como IP produjo una potente disminucidén en el compor-
tamiento de alimentacidén (Fig. 7).

[0049] Con objeto de evaluar la posibilidad de que
la grelina actuara a través de GHS-R en el cerebro, 1los
inventores examinaron los efectos de la administraciédn
simultanea de grelina y [D-Lys-3]-GHRP-6 sobre la inges-
tién de alimento. E1 [D-Lys-3]-GHRP-6 administrado ICV
abolid los efectos estimulantes sobre la alimentacidn in-
ducidos por la administracidén IP de grelina (Fig. 8).
[0050] A continuacidén, los inventores examinaron el
efecto de la administracién IP de [D-Lys-3]-GHRP-6 sobre
la velocidad de vaciado gastrico. El1 [D-Lys-3]-GHRP-6 pe-
riféricamente administrado produjo una reduccidn signifi-
cativa en la velocidad de vaciado gastrico una hora des-
pués de la administracidén (Fig. 9).

[0051] Los inventores examinaron también el efecto
del otro antagonista GHS-R, [D-Arg-1, D-Phe-5, D-Trp-7,
9, Leu-l1ll]substancia P (L-756.867), sobre la alimentacidn

en ratones privados de alimento. Como el [D-Lys-3]-GHRP-
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6, la [D-Arg-1, D-Phe-5, D-Trp-7, 9, Leu-1ll]substancia P
periféricamente administrada redujo significativamente la
ingestién de alimento de un modo dosis-dependiente (Fig.
10) .

[0052] Dado que la administracidén repetida de vehi-
culo comprometia en gran medida el aumento de peso cCorpo-
ral inducido por la dieta rica en grasas (Fig. 2), 1los
presentes inventores examinaron la accidén aguda de [D-
Lys-3]-GHRP-6 en ratones con obesidad inducida por la di-
eta. Con la administracidén IP de [D-Lys-3]-GHRP-6, la in-
gestidén de alimento disminuyd potentemente, con la resul-
tante reduccidédn del aumento de peso corporal (Fig. 11).
[0053] Para comprender mejor el potencial terapéuti-
co de los antagonistas GHS-R, los presentes inventores
examinaron si el [D-Lys-3]-GHRP-6 administrado IP produ-
ciria una accidn anorexigena en ratones ob/ob. E1l [D-Lys-
3]-GHRP-6 administrado redujo significativamente la in-
gestidén de alimento en ratones ob/ob, asi como en ratones
delgados (Fig. 12).

[0054] Finalmente, los inventores examinaron 1los
efectos de administraciones repetidas de [D-Lys-3]-GHRP-6
sobre el aumento de peso corporal y el control glicémico
en ratones ob/ob. Las administraciones repetidas de [D-
Lys-3]-GHRP-6 redujeron significativamente el aumento de
peso corporal y las concentraciones de glucosa en sangre
sin reducir el peso muscular (Fig. 13 y Tabla 2). Mas
aun, el tratamiento con [D-Lys-3]-GHRP-6 redujo signifi-
cativamente los niveles de FFA en ratones ob/ob en un 24%
en comparacién con los ratones ob/ob tratados con suero

fisioldgico (Fig. 14).
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Tabla 2. Efectos de [D-Lys-3]-GHRP-6 administrado intra-
peritonealmente (20-200 mmol/ratdén cada 12 horas durante
6 dias) sobre la ingestidén de alimento, la masa de grasa
epididimal, el musculo gastrocnemio y las concentraciones
en sangre de glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos

y acidos grasos libres en ratones obesos ob/ob.

Suero 20 nmol 200 nmol

fisioldgico

Ingestidén de 4,845 = 0,160 4,527 £ 0,261 4,285 = 0,298
alimento

(g/dia)

Masa del co- 0,974

-+
-+

0,066 0,897 0,169 0,860 = 0,086
jinete graso
(g)

Masculo es—- 0,300

-+
-+

0,012 0,314 0,009 0,326 = 0,013

quelético (qg)

Glucosa 234,4 + 27,71 217,3 + 27,90 134,9 +
(mg/dl) 19,47*
Insulina 55,29 £ 11,17 41,61 + 10,85 36,54 £ 8,695
(ng/ml)

Colesterol 257,1 + 13,38 219,0 + 11,24 228,4 + 21,84
(mg/dl)

Triglicéridos 45,86 + 4,378 38,57 £ 3,551 41,14 + 5,990
(mg/dl)

Acidos grasos 2,164 £ 0,075 2,036 = 0,121 1,046 =+
libres 0,078*x*
(meq./1)

Nota: *P < 0,05 y **P < 0,01 representan cada una la di-
ferencia significativa entre los controles tratados con

suero fisioldgico.
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Lista de secuencias

[0055]

<110> Chugai Seiyaku Kabushiki Kaisha
<120> Agentes terapéuticos para la diabetes mellitus
<130> 021019

<160> 4

<210> 1

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Ser Ser Phe Leu Ser Pro Glu His Gln Arg Val Gln Gln Arg Lys

1 5 10 _ 15
Glu Ser Lys Lys Pro Pro Ala Lys Leu Gln Pro Arg
- 20 25
<210> 2
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

Phe Val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu Gln Arg Met Gln Glu Lys

1 5 10 15
Glu Arg Asn Lys Gly Gln
20
<210> 3
<211> 366
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3



Met Trp

Ala Asp

Glu Leu

Thr Cys

50

Met Leu

65

Tyr Leu

Pro Leu

Asp Leu

Ala Thr

130

Ile Cys

145

Lys Leu

Pro

Ile

Trp Asp

Leu Leu

210

Val Phe

225
Arg

Asn
Ile
Ser
Asn
305
Ile

Leu

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

Arg
His
Leu
Phe
290
Leu
Leu

Leu

Glu

4

Asn
Leu’
Leu
35
val
val
Ser
Asp
Leu
115
val
Phe
Val
Phe
Thr
195
Thr

Cys

Arg
Lys
Cys
275
Glu
val
Tyr
Gly

Ser
355

412
PRT

Ala
Asp

20
Gln
Ala
Val

Ser

Leu
100

Cys
Leu
Pro
Ile
Val
180
Asn

Val

Leu

Arg
Gln
260
Trp
Pro
Ser
Asn
Phe

340
Ser

Thr
Trp
Leu
Leu
Ser
Met

85
Val
Lys
Thr
Leu
Phe
165
Leu
Glu

Met

Thr

Gly
245
Thr
Leu
Gly
Phe
Ile
325
Glu

Arg

Homo sapiens
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Pro
Asp
Phe
Phe
Arg

70
Ala
Arg
Leu
Ile
Arg
150
vVal
Val
Cys

val

Val

230
Asp

vVal
Pro
Ser
val
310
Met

Pro

Ala

Ser

.Ala

Pro
vVal

55
Phe
Phe
Leu
Phe
Thr
135
Ala
Ile
Gly
Arg
Trp

215
Leu

Ala
Lfs
Phe
Leu
295
Leu

Ser

Phe

.Trp

Glu
Ser
Ala

40
val

Ser

Trp
Gln
120
Ala
Lys
Trp
vVal
Pro

200
val

Tyr

Val
Met
His
280
Glu
Phe
Lys
Ser

Thr
360

23

Glu
Pro

25
Pro
Gly
Glu
Asp
Gln
105
Phe
Leu
Val
Ala
Glu
185
Thr

Ser

Ser

Val
Leu
265
Val
Ile
Tyr
Lys
Gln

345
Glu

Pro

10
Gly
Leu
Ile

Leu

Leu
g0

Tyr
Val
Ser
Val
val
170
His
Glu

Ser

Leu

Gly
250
Ala
Gly
Ala

Leu

Tyr
330
Arg

Ser

Gly
Asn
Leu
Ala
Arg

75
Leu
Arg
Ser
Val
Val
155
Ala
Glu
Phe

Ile

Ile

235
Ala

Val
Arg
Gln
Ser
315
Arg
Lys

Ser

Phe
Asp
Ala
Gly

60
Thr
Ile
Pro
Glu
Glu
140
Thr
Phe
Asn
Ala
Phe

220
Gly

Ser
val
Tyr
Ile
300
Ala
val

Leu

Ile

Asn Leu

Ser Leu

30

Gly val
45

Asn Leu

Thr Thr
Phe Leu

Trp Asn
110

Ser Cys

125

Arg Tyrx

Lys Gly

Cys Ser

Gly Thr
190

Val Arg

205

Phe Phe

Arg Lys

Leu Arg

val Phe
270
Leu Phe

285

Ser Gln
Ala Ile

Ala Vval

Thr

1S
Gly
Thx

Leu

Asn

Cys

95
Phe
Thr
Phe
Arg
Ala
175
Asp
Ser

Leu

Leu

Asp

Leu
Asp
Ala
Thr
Leu

80
Met
Gly
Tyr
Ala
val
160
Gly
Pro
Gly
Pro

Trp

240
Gln

255

Ala.

Phe

Ser Lys

Asn

Tyr Cys

Pro

320

Phe

335

Ser Thr

350

Leu

Asn Thr -

365

Arg

Lys



<400> 4

Met
1
Pro
Phe
Phe
Arg
65
Ala
Arg

Leu

Met

Arg
145
Val
val
Gly
Trp
Ala
225
Gln
Phe
Glu

Arg

Gly
Pro
Pro

val
50

Tyr
val
Leu
Ser
Thr

130
Ala

Leu-

Gly
Thr
Leu
210
Glu
Leu
Leu

Leu

Glu
290

Ser

Trp
Leu

35
val
Arg
Ser
Trp
Leu
115
Ala
Arg
Trp
Val
Ala
195
Ser
Ala
Gly

Pro

Trp
275
Arg

Pro
Pro

20
Gly
Gly
Asp
Asp
Arg
100
Tyr
Leu
Val
Ala
Glu
180
Arg
Arg
Ala
Ala
Phe
260

Ser

Gly

Trp

Ala
Ala
Val
Met
Leu

85
Ser
val
Ser
Leu
val
165
Gln
Ile
Ala
Ala
Leu
245
Leu

Ser

His
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_Asn

Leu
Leu
Ser
Arg

70
Leu
Arg
Gly
val
Val
150
Ala
Asp
Ala
Pro
Leu

230
Arg

Cys
Arg

Arg

Gly
Pro
Val
Gly

55
Thr
Ile
Pro
Glu
Glu
135
Thr
Leu
Pro
Ser
Pro
215
Phe
val
Leu

Arg

Gln
295

Ser
Pro
Pro

40
Asn
Thr
Leu
Trp
Gly
120
Arg
Arg
Leu
Gly
Ser
200
Pro
Ser
Met
Ser
Pro

280
Thr

24

Asp
Cys

25
Val
val
Thr

Leu

val
105

Cys
Tyxr
Arg
Ser
Ile
185
Pro
Ser
Arg
Leu
Ile
265

Leu

val

Gly

10
Asp
Thr
val
Asn
Gly

S0
Phe
Thr
Leu
Arg
Ala
170
Ser
Leu

Pro

Glu
Trp
250
Leu

Arg

Arg

Pro

Glu

Ala

"Thr

Leu

75
Leu
Gly
Tyr
Ala
Val
155
Gly
val
Ala
Pro
Cys
235
val
Tyr
Gly

vVal

Glu

Arg

val

val

60
Tyr

Pro
Pro
Ala

Ile
140

Cys
Pro
val
Ser
Ser
220

Arg

Thr

Gly

Pro

Leu
300

Gly
Arg
Cys

45
Met
Leu
Phe
Leu

Thr
125

Cys
Ala
Phe
Pro
Ser
205
Gly
Pro
Thr
Leu
Ala

285
Leu

Ala

Cys

30
Leu
Leu
Gly

Asp

Leu,

110
Leu

Arg
Leu
Leu
Gly
190
Pro
Pro
Ser
Ala
Ile
270

Ala

val

Arg
15
Ser

Cys
Ile
Ser

Leu
95

Cys
Leu
Pro
Ile
Phe
175
Leu
Pro

Glu

Pro

Tyr
255
Gly
Ser

val

Glu
F;ro
Leu
Gly

Met
80

Tyr
Arg
His
Leu
Ala
160
Leu

Asn

Leu

Thr

Ala
240
Phe
Arg
Gly

Val
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Leu Ala Phe Ile Ile Cys Trp Leu Pro Phe His Val Gly Arg Ile Ile

305 310 315 320

Tyr Ile Asn Thr Glu Asp Ser Arg Met Met Tyr Phe Tyr Gln Tyr Phe

- 325 330 33s
Asn Ile Val Ala Leu Gln Leu Phe Tyr Leu Ser Ala Ser Ile Asn Pro
340 345 350
Ile Leu Tyr Asn Leu Ile Ser Lys Lys Tyr Arg Ala Ala Ala Phe Lys
355 360 365

Leu Leu Leu Ala Arg Lys Ser Arg Pro Arg Gly Phe His Arg Ser Arg
370 375 380

Asp Thr Ala Gly Glu Val Ala Gly Asp Thr Gly Gly Asp Thr Vval Gly

385 390 395 400

Tyr Thr Glu Thr Ser Ala Asn Val Lys Thr Met Gly

’ 405 410
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REIVINDICACIONES

Un antagonista de los receptores del se-
cretagogo de la hormona del crecimiento (GHS-R) para uso
en la reduccidén del nivel de glucosa en sangre.

2. El antagonista GHS-R segun la reivindica-
ciébn 1, seleccionado entre el grupo consistente en un an-
tagonista de los andlogos de grelina, [D-Lys-3]-GHRP-6 vy
[D-Arg-1, D-Phe-5, D-Trp-7, 9, Leu-1l]substancia P.

3. El1 antagonista GHS-R segun la reivindica-
cién 1 o la reivindicacidén 2, formulado para ser adminis-

trado central o periféricamente.
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Fig.2

-C>- LF, Suero fisioldégico (n=6)

y {3} HF, Suero fisiolégico (n=6) -
- 1 & HF, Grelina (n=6)
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Fig.3

[J cF, suero fisiolégico (n=6)
E' HF, Suero fisiolégico (n=6)
E HF, Grelina (n=6)
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E] LF, Suero fisiolégico (n=6)
] #F, Suero fisiolégico (n=6)
- B HF, Grelina (n=6)

ARNm Leptina

e

ARNm Adiponectina ARNm Resistina
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G3PDH
Grelina
[] Dieta estandar (n=6)
140; Dieta rica en grasas (n=6)
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Ingestién de alimento acumulativa
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0 Suero fisiolédéaico (n=5)
[J [D-Lys-3FGHRP-6 (2 nmol, n=5)
[D-Lys-3}-GHRP-6 (20 nmol, n=5)

Bl [D-Lys-3]-GHRP-6 (200 nmol, n=5)

20 min. 1h 2 h

Tiempo después de la administracién



Ingestién de alimento acumulativa

Fig.7
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[0 ACSF(n=5)

[ [D-Lys-3]-GHRP-6 (0.2 nmol, n=6)
[D-Lys-3-GHRP-6 (2 nmol, n=6)
B3 [D-Lys-3-GHRP-6 (20 nmol, n=7)

20 min. 1h 2 h 4 h

Tiempo después de la administracién



Ingestién de alimento acumulativa

Fig.8

(gramos)
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D Suero fis. + ACSF (n=9)
D Grelina + ACSF (n=8) -
0.5 - Grelina + [D-Lys-3]-GHRP-6 (n=9)
" B Suero fis. + [D-Lys-3]-GHRP-6 (n=9) _l
045+ I
0.4 4 -
] W
D.35- l—l l——
0.3+ .I
0.254 - e - 7
0.2+ [_‘
1 L
0.154 I ]
014 :I_ -
0os4 || Ly
1] ] i —‘—.
20 min. 1h 2 h 4 h

Tiempo después de la administracién



Fig.9

Velocidad de vaciado gastrico (%)
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Suero fisioldéaico (n=7-8)

l .
[ [D-Lys-3}GHRP-6 (20 nmol, n=7-8)
B [D-Lys-3)-GHRP-6 (200 nmol, n=7-8)

T

1h 2 h

Tiempo después de la administracién



Ingestién de alimento acumulativa

Fig.10
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r_—l Suero fisiolégico (n=9)

O [D-Argl, D-Phed, D'TFPTag, Leu'| substancia P (10 nmol, n=9)
E [D-Argl, D-Phe’, D_-Tl'p?aq, Leu')] substancia P (100 nmol, n=9)

20 min. 1h 2 h 4 h

Tiempo después de la administracién
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E] Suero fisiolégico (n=8)

[3 (D-Lys-3}-GHRP-6 (20 nmol, n=8)

B [D-Lys-3)}-GHRP-6 (200 nmol, n=8)

20 min. 1h

2

h 4 h

Tiempo después de la administracién



Ingestién de alimento acumulativa
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[j Suero fisioldégico (n=9)

B8 (D-Lys-3-GHRP-5 (200 nmol, n=9)

0.1 1
0 -

20 min. 1h 2 h 4 h

Tiempo después de la administracién



Aumentos de peso corporal (gramos)
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-O- Suero fisiolégico (n=7)
- [D-Lys-3FGHRAP-6 (20 nmol, n=7)
A [D-Lys-3-GHAP-6 (200 nmol, n=7)
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T
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Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
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Fig.14 '

[ Suero fisioléaico (n=7)
[0 [D-Lys-3]-GHRP-6 (20 nmol, n=7)
B [D-Lys-3]-GHRP-6 (200 nmol, n=7)
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