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DESCRIPCION
Tratamiento de oligoovulacion relacionada con esteatosis hepatica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion para su uso en el tratamiento o la prevencion de SOP y para su
uso en el tratamiento o la prevencion de subfecundidad debida a una baja tasa de ovulacion asociada con esteatosis
hepatica en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear.

Antecedentes de la invencion

El exceso de andrégenos hiperinsulinémicos, un sintoma que conduce al diagnostico de sindrome de ovario
poliquistico (SOP), es la causa mas comun de hirsutismo, acné, seborrea e irregularidad menstrual en nifias
adolescentes." El término “exceso de andrdgenos hiperinsulinémicos” puede usarse en lugar del término “sindrome
de ovario poliquistico”, que ha sido criticado por un panel de los NIH por centrarse en un criterio para diagnosticar el
sindrome que no es ni necesario ni suficiente.

El exceso de andrégenos ovaricos parece originarse con mayor frecuencia a partir de un exceso de grasa absoluto o
relativo en el tejido adiposo, en particular en el higado, y de las consiguientes elevaciones de insulinemia y secrecion
de gonadotropina.>3 Ademas, el exceso de andrdgenos oligoovulatorios, que es la principal causa de subfecundidad
en las mujeres, también se relaciona con esteatosis hepatica, independientemente de la obesidad.

No existe una terapia aprobada para el exceso de andrégenos hiperinsulinémicos en nifias adolescentes. La principal
recomendacion es reducir la adiposidad corporal con medidas en el estilo de vida.*® La adicioén de un anticonceptivo
oral (ACO) de estroprogestagenos es un enfoque ampliamente respaldado.>® Un enfoque alternativo es afiadir un
medicamento de sensibilizacion a la insulina para aquellas nifias hiperandrogénicas que no son sexualmente
activas.”® Los estudios hasta ahora que comparan estos dos enfoques en nifias con exceso de andrégenos han
divulgado que la sensibilizacién a la insulina confiere efectos mas normalizadores, incluidos los marcadores de
adiposidad visceral, inflamacion de bajo grado y salud cardiovascular, asi como la longitud de los telomeros de
leucocitos, un marcador del envejecimiento celular.®'? Sin embargo, estos datos son de relevancia limitada porque los
medicamentos sometidos a prueba (tales como flutamida y acetato de ciproterona) no estan disponibles en muchos
paises.?910

Ibafiez et al. 201438 se refiere a la eficacia de una combinacién de 7,5 mg/dia de pioglitazona, 50 mg/dia de
espironolactona y 850 mg/dia de metformina en adolescentes con exceso de andrégenos hiperinsulinémicos sin
necesidad de anticoncepcion. No divulga el tratamiento de SOP. Los pacientes tratados sélo tienen uno de los dos
criterios necesarios para diagnosticar el sindrome de ovario poliquistico, guardando silencio este documento sobre
estos pacientes que padecen oligo y/o anovulacioén, u ovarios poliquisticos.

El documento WO 2008/098318 A1%° se refiere a la eficacia de la pioglitazona a bajas dosis para reducir la adiposidad
corporal en mujeres con exceso de andrégenos. Notifica un estudio sobre una combinacion de metformina, flutamida
y pioglitazona. La poblacién de estudio fueron mujeres jovenes con hiperandrogenismo hiperinsulinémico. También
divulgé que las mujeres con exceso de andrégenos corren el riesgo de elevaciones de las transaminasas, que se han
atribuido a la esteatohepatitis no alcohdlica. Sin embargo, este documento no divulga la asociacion de esteatosis
hepatica y oligoanovulacion.

Ibanez | et al 2009%° e Ibanez | et al 2010*', notifican estudios que investigan el efecto de la administracion afadida
de pioglitazona y flutamida a metformina y un estroprogestageno para mujeres con exceso de andrégenos y que
también padecen, es decir, amenorrea u oligomenorrea. Estos documentos no notifican ningun resultado en cuanto a
la mejora de la oligoovulacion.

L Radosh 20092 divulga diversos agentes y combinaciones para el tratamiento de SOP, por ejemplo, que pueden
usarse metformina y clomifeno en combinacion para la induccién de ovulacion y el tratamiento de la infecundidad en
pacientes con SOP. La espironolactona (Aldactone) y la metformina (Glucophage) se mencionan como agentes de
primera linea para el tratamiento de hirsutismo en pacientes con SOP; sin embargo, el documento no sugiere la
combinacion de metformina y espironolactona. Ademas, la pioglitazona se menciona como otro posible agente de
sensibilizacion a la insulina, pero que esta asociado con posibles efectos secundarios.

Reem A Al Khalifah et al.*3 notifican un estudio que tiene el objetivo de revisar la evidencia disponible o las opciones
de tratamiento para SOP en mujeres adolescentes. En particular, tiene como objetivo evaluar la efectividad y seguridad
del uso de metformina y/o pildoras anticonceptivas orales en combinacién con pioglitazona, espironolactona, flutamida
e intervenciones en el estilo de vida en adolescentes con SOP.
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Sumario de la invencion

La presente invencion notifica un primer estudio aleatorizado que compara los efectos de un ACO prescrito
ampliamente con los de un nuevo tratamiento de sensibilizacion a la insulina que implica el uso de una combinacién
de baja dosis de espironolactona-pioglitazona-metformina (SPIOMET) en nifias adolescentes con exceso de
andrégenos hiperinsulinémicos con o sin anticoncepcion oral. Sorprendentemente, se observé que el tratamiento con
SPIOMET de la presente invencion disminuyo el contenido de grasa visceral y hepatica en mayor medida que lo
notificado en estudios previos que investigaban los efectos de tratamientos alternativos de sensibilizacion a la insulina.
Ademas, no se observo reversion de los efectos positivos sobre la grasa visceral y hepatica del tratamiento con
SPIOMET de la presente invencion un afo tras el tratamiento. Este hallazgo es de particular interés dado el papel
clave de la grasa visceral y, en particular, hepatica en el fenotipo de SOP. El tratamiento de la presente invencion tuvo
sistematicamente un efecto notablemente positivo sobre la tasa de ovulacion de nifias adolescentes o mujeres jovenes
que padecian exceso de andrégenos relacionado con esteatosis hepatica (SOP) y este efecto positivo también
persistid después de la finalizacién del tratamiento. Como tal, un objeto principal de la presente invencion es contribuir
al tratamiento de SOP y al tratamiento o la prevencion de subfecundidad debida a una baja tasa de ovulacion asociada
con esteatosis hepatica en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear.

Un primer aspecto de la presente invencidon es una composicion farmacéutica que comprende espironolactona,
pioglitazona y metformina para su uso en la prevencion o el tratamiento de SOP.

Un segundo aspecto de la presente invencidon es una composicion farmacéutica que comprende espironolactona,
pioglitazona y metformina para su uso en el tratamiento o la prevencion de subfecundidad debida a una baja tasa de
ovulacion asociada con esteatosis hepatica en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear.

También se describe un método de tratamiento de SOP y afecciones similares a SOP, que incluye el tratamiento o la
prevencion de subfecundidad debida a una baja tasa de ovulacion asociada con esteatosis hepatica en nifias
adolescentes o mujeres en edad de procrear, comprendiendo dicho método la administracion de una combinacién de
espironolactona, pioglitazona y metformina.

Algunas realizaciones se refieren a una forma de administracién farmacéutica, preferiblemente una forma de
administracion oral, que comprende espironolactona, pioglitazona y metformina en cada unidad individual de dicha
forma de administracién. Mas preferiblemente, una unidad individual de la forma de administracién, preferiblemente
una forma de administracién oral, que comprende la dosis diaria requerida de cada una de espironolactona,
pioglitazona y metformina.

Descripcion detallada
Descripcion de las figuras

Figura 1: Numero de ovulaciones inferidas a lo largo de 12 + 12 semanas tras el tratamiento asociadas con cambios
de la grasa hepatica durante el tratamiento, y cambios de testosteronemia libre tras el tratamiento frente a antes del
tratamiento. Los resultados de las nifias con ACO (N = 17) se muestran en circulos de color negro y los de las nifias
con SPIOMET en circulos de color blanco (N = 17). Los valores de P y R son de correlaciones de Pearson.

Figura 2: Patrones tras el tratamiento representativos de antecedentes menstruales, progesterona salival y
ovulaciones inferidas en nifias adolescentes con SOP que recibieron tratamiento con ACO o SPIOMET durante 12
meses. Se recopilaron datos en dos ventanas de tiempo de 12 semanas (mas dos semanas mas de antecedentes
menstruales) entre los 3-6 meses tras el tratamiento, y de nuevo entre los 9-12 meses tras el tratamiento. Las nifias
con antecedentes menstruales similares pueden tener tasas de ovulacion notablemente diferentes.

Figura 3: Cambios longitudinales en las puntuaciones Z de grasa hepatica y androgenemia libre en las nifas
adolescentes con SOP que recibieron un ACO (circulos de color negro; N = 17) o SPIOMET en baja dosis (circulos de
color blanco; N = 17) durante 12 meses, y que permanecieron posteriormente sin tratamiento durante 12 meses. ACO
y SPIOMET tuvieron efectos opuestos sobre la grasa hepatica; ACO redujo la androgenemia libre mas rapido que
SPIOMET, pero también estuvo seguido por un rebote mas rapido. Se expresan los resultados como medias y E.E.M.
Los valores de p se refieren a diferencias entre subgrupos (0-24 meses). Los simbolos a lo largo del eje X (* p <0,05,
& p <0,01, # p <0,001) se refieren a cambios diferenciales entre 0-6 meses y entre 12-18 meses.

Figura 4: Esquema que presenta el método de tratamiento de la presente invencion para prevenir o tratar la
subfecundidad debida a bajas tasas de ovulacion asociadas con esteatosis hepatica en nifias adolescentes.

Figura 5: Esquema que presenta el método de tratamiento de la presente invencion para prevenir o tratar la
subfecundidad debida a bajas tasas de ovulacion asociadas con esteatosis hepatica en mujeres en edad de procrear.

Figura 6: Diagrama de flujo que presenta el transcurso del estudio del ejemplo 1.

Figura 7: Representacion de extremos de patrones ovulatorios tras el tratamiento en nifias adolescentes con sindrome
de ovario poliquistico.
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Descripcion

Dentro del contexto de la presente invencioén, espironolactona se refiere a un compuesto esteroideo sintético con una
estructura tal como se indica a continuacion, asi como a derivados del mismo. En la mayoria de los paises, la
espironolactona se comercializa dentro de una formulacion farmacolégica con la marca Aldactone®.

Férmula estructural de la espironolactona:

Nombre sistematico espironolactona: acido 7a-acetiltio-3-oxo-17a-pregn-4-en-21,17-carbolactona o acido 17-hidroxi-
7a-mercapto-3-oxo-17a-pregn-4-en-21-carboxilico , acetato de y-lactona

Dentro del contexto de la presente invencion, pioglitazona se refiere a un compuesto de la clase de tiazolidindiona con
una estructura tal como se indica a continuacion, asi como a derivados del mismo. En la mayoria de los paises, la
pioglitazona se comercializa dentro de una formulacién farmacoldgica con la marca Actos®.

Foérmula estructural de la pioglitazona:

3\

o
S "
HN}HV@ N

o
Nombre sistematico pioglitazona: (RS)-5-(4-[2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi]bencil) tiazolidin-2,4-diona.

Dentro del contexto de la presente invencién, metformina se refiere a un compuesto con una estructura tal como se
indica a continuacion, asi como a derivados del mismo. En la mayoria de los paises, la metformina se comercializa
dentro de una formulacion farmacolégica con la marca Metformina® o Glucophage®.

Férmula estructural de la metformina:

NH NH

NN ONH,
H

Nombre sistematico metformina: diamida N, N-dimetilimidodicarbonimidica

Dentro del contexto de la presente invencion, la tasa de ovulacion se refiere a la aparicion de ovulaciones espontaneas
a lo largo de un periodo de tiempo dado, por ejemplo, tres meses. Una baja tasa de ovulacion se refiere a una situacion
en la que las ovulaciones al mes estan por debajo de 0,7, por ejemplo, por debajo de 0,6, tal como por debajo de 0,5
o por debajo de 0,4.

Dentro del contexto de la presente invencion, esteatosis hepatica se refiere a una afeccidon asociada con la
acumulacion de grasa hepatica. Dentro del contexto particular de la presente invencion, la esteatosis hepatica no esta
relacionada con el consumo de alcohol, este tipo de esteatosis hepatica se denomina generalmente enfermedad del
higado graso no alcohdlico (EHGNA).

En los humanos, la fecundidad de una mujer alcanza su punto maximo a principios y mediados de la década de los
20 afios, después de lo cual comienza a disminuir lentamente, con una reducciéon mas drastica alrededor de los 35
afos. La menopausia, o el cese de los periodos menstruales, se produce generalmente entre los 40 y los 50 afios y
marca el cese de la fecundidad. Por lo tanto, dentro del contexto de la presente invencién, la edad de procrear se
refiere preferiblemente a una edad entre los 20 y los 45 afios, mas preferiblemente a una edad entre los 20 y los 35
afos.

El exceso de androgenos oligoovulatorios en nifias adolescentes o mujeres (otro término que puede usarse para
referirse al sindrome de ovario poliquistico [SOP] segun los NIH) es una causa importante de subfecundidad y se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 883 282 T3

relaciona con la esteatosis hepatica, independientemente de la obesidad. EI SOP se asocia ademas con la aparicion
de los siguientes sintomas: hirsutismo, acné, seborrea e irregularidad menstrual. Se desconoce si las intervenciones
tempranas influyen en las tasas de ovulaciones espontaneas tras el tratamiento. Sin embargo, en el contexto de la
presente invencion, los inventores observaron un aumento espectacular de las tasas de ovulacion tras el tratamiento
después de intervenciones aleatorizadas para el exceso de andrégenos asociado con esteatosis hepatica en nifias
adolescentes/mujeres jovenes (en su mayoria no obesas) dentro del grupo tratado con una combinacién de
espironolactona, pioglitazona y metformina en comparacion con el grupo tratado con un tratamiento convencional que
consiste en la administracion de un anticonceptivo oral

La presente divulgacion notifica un primer estudio aleatorizado que compara los efectos de un ACO prescrito
ampliamente con los de un tratamiento de sensibilizacion a la insulina que implica el uso de una combinacion de baja
dosis de espironolactona-pioglitazona-metformina (SPIOMET) en nifias adolescentes con exceso de andrégenos
hiperinsulinémicos, también denominado SOP. Sorprendentemente, se observé que el tratamiento con SPIOMET de
la presente invencion disminuyé el contenido de grasa visceral y hepatica en mayor medida que lo notificado en
estudios previos que investigaban los efectos de tratamientos de sensibilizacion a la insulina alternativos, tales como
la administracion combinada de pioglitazona, flutamida y metformina'”. Ademas, el tratamiento con SPIOMET de la
presente invencion normalizé gradualmente la aparicion de menstruaciones regulares enddgenas asi como los
marcadores de androgenemia e insulinemia (tabla 3). Ademas, no se observé una reversion de los efectos positivos
del tratamiento con SPIOMET sobre los marcadores de insulinemia, la grasa visceral y hepatica un afio tras el
tratamiento, mientras que el retorno tras el tratamiento de hiperandrogenemia fue notablemente mas lento que el
observado después de la finalizacion del tratamiento con ACO convencional. Otro hallazgo sorprendente e importante
de la presente invencion fue que la normalizacion tras el tratamiento de las tasas de ovulaciéon se correlacioné
significativamente con la reduccion de la grasa hepatica (figura 1). Por consiguiente, la reduccion de la grasa hepatica
tras el tratamiento con SPIOMET se asocié con una normalizacion de las tasas de ovulacion durante un periodo de un
afio tras el tratamiento. Este hallazgo es muy importante con vistas a prevenir o tratar la subfecundidad o infecundidad
asociada con el sindrome de ovario poliquistico, a pesar de que debe evitarse la concepcion durante la ingesta de
espironolactona o pioglitazona. De hecho, la normalizacién a largo plazo de las tasas de ovulacion tras el tratamiento
proporciona un tiempo adecuado para que las pacientes con SOP intenten concebir de una manera segura, y
preferiblemente natural, después de la finalizacion de la ingesta de SPIOMET. Ademas, la observacion de que el
exceso de grasa hepatica puede provocar una reduccion de las tasas de ovulacion proporciona opciones de
tratamiento para las mujeres con esteatosis hepatica, no relacionada con SOP, que padecen infecundidad, tal como
por ejemplo en las mujeres con sobrepeso y/o exceso de depdsitos de grasa ectdpica. De hecho, el tratamiento con
SPIOMET segun la presente invencion también se recomienda como parte de un tratamiento para restaurar la
fecundidad en este grupo de pacientes, preferiblemente en combinacién con la adopcién de cambios en el estilo de
vida que fomenten la pérdida de peso y favorezcan el aumento de la actividad fisica.

Un primer aspecto de la presente invencidon es una composicion farmacéutica que comprende espironolactona,
pioglitazona y metformina para su uso en la prevencion o el tratamiento de SOP en nifias adolescentes o mujeres en
edad de procrear. Normalmente, la composicion farmacéutica de la presente invencion se usa en el tratamiento de
nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear que también presentan exceso de andrégenos y/o hiperinsulinemia,
bajos niveles de adiponectina, altos niveles de proteina C reactiva y/o altos niveles de gonadotropina. Generalmente,
estas nifias y mujeres en edad de procrear también presentan exceso de grasa hepatica y visceral y/o dislipidemia. La
aparicién de estos sintomas de SOP puede estar asociada o no con sobrepeso u obesidad. Normalmente, el uso de
dicha composicion farmacéutica segun el primer aspecto de la presente invencion alivia uno, varios o todos los
sintomas asociados con SOP. Por ejemplo, dicho uso puede aliviar o atenuar uno, varios o todos los siguientes
sintomas de SOP: hiperinsulinemia, exceso de andrégenos, exceso de grasa hepatica, exceso de grasa visceral,
menstruaciones endodgenas irregulares y baja tasa de ovulacion. Ademas, se observo que este alivio o esta atenuacion
de uno, varios o todos de dichos sintomas persistia después de la finalizacion del uso de dicha composicion
farmacéutica. En particular, la reduccion del exceso de grasa hepatica y visceral y la normalizacién de la tasa de
ovulaciéon se mantuvieron durante un periodo prolongado tras el tratamiento, tal como durante un periodo de 6 6 12
meses después de la finalizacion del uso de dicha composicion farmacéutica.

Un segundo aspecto de la presente invenciéon es una composicion farmacéutica que combina espironolactona,
pioglitazona y metformina para su uso en la prevencion o el tratamiento de la baja tasa de ovulacion relacionada con
esteatosis hepatica en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear. Dentro de la poblacion en tratamiento, esta
esteatosis hepatica no se asocia necesariamente con sobrepeso u obesidad. Normalmente, la composicion
farmacéutica de la presente invencion se usa en el tratamiento de nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear
que también presentan exceso de andrégenos e hiperinsulinemia, bajos niveles de adiponectina, altos niveles de
proteina C reactiva y/o altos niveles de gonadotropina. Generalmente, estas nifias y mujeres en edad de procrear
también presentan exceso de grasa hepatica y visceral y/o dislipidemia.

Una realizacion particular del segundo aspecto de la presente invencién es una composicion farmacéutica que
combina espironolactona, pioglitazona y metformina para su uso en la prevencion o el tratamiento de la baja tasa de
ovulacion en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear que padecen exceso de andrégenos oligoovulatorios
o0 SOP. Los efectos positivos del uso de esta composicidon farmacéutica sobre la tasa de ovulacion se correlacionaron
claramente con una reduccion previa de la grasa hepatica. Por consiguiente, este uso de dicha composicion
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farmacéutica es particularmente adecuado para el tratamiento de bajas tasas de ovulacién en pacientes con SOP que
tienen exceso de grasa hepatica o esteatosis hepatica.

Una realizacion adicional del segundo aspecto de la presente invencion es una composicion farmacéutica que combina
espironolactona, pioglitazona y metformina para su uso en la prevencion o el tratamiento de la baja tasa de ovulacion
asociada con esteatosis hepatica en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear que no se considera que
padezcan exceso de andrégenos oligoovulatorios o SOP. Normalmente, las nifias adolescentes o mujeres en edad de
procrear dentro de este grupo de pacientes tienen sobrepeso y/o presentan un exceso de depdsitos de grasa ectopica,
en particular un exceso de depdsitos de grasa visceral y hepatica.

Un tercer aspecto descrito en el presente documento se refiere a una composicion farmacéutica que comprende
espironolactona, pioglitazona y metformina para su uso en el tratamiento de una afeccidon que se beneficia de la
reduccion de la grasa hepatica y/o visceral. En realizaciones particulares, tal reduccion de grasa hepatica y/o visceral
se produce en ausencia de una reduccion concomitante del peso corporal total, peso corporal, la masa magra y/o la
masa grasa total. La afeccion puede ser sindrome de ovario poliquistico, sindrome de peso normal metabdlicamente
obeso (sindrome de De Lorenzo), sindrome metabdlico, obesidad o tener sobrepeso. Preferiblemente, este tratamiento
se combina con la adopcién de un estilo de vida que implique una dieta equilibrada y que favorezca el aumento de la
actividad fisica.

Una realizacién particular descrita en el presente documento se refiere a una composiciéon farmacéutica que
comprende espironolactona, pioglitazona y metformina para su uso en el tratamiento de una afeccion que se beneficia
de la reduccion de la grasa hepatica y/o visceral en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear. En
realizaciones particulares, tal reduccion de grasa hepatica y/o visceral se produce en ausencia de una reduccion
concomitante del peso corporal total, peso corporal, la masa magra y/o masa grasa total. La afeccion puede ser
sindrome de ovario poliquistico, sindrome de peso normal metabdlicamente obeso (sindrome de De Lorenzo),
sindrome metabdlico, obesidad o tener sobrepeso. Preferiblemente, este tratamiento se combina con la adopcién de
un estilo de vida que implique una dieta equilibrada y que favorezca el aumento de la actividad fisica.

El término “sobrepeso” se ha definido por los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de EE.UU. y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) como un IMC de 25 o mas para personas de raza blanca, de origen hispano y de raza negra. Para
las personas asiaticas, “sobrepeso” se define como un IMC de entre 23 y 29,9. En el caso de nifios y adolescentes,
deben tenerse en cuenta las referencias especificas de edad, sexo, etnia y/o pais, de modo que el “sobrepeso” para
nifos y adolescentes corresponda generalmente a un IMC por encima del percentil 85.

La “obesidad” se ha definido como un IMC de 30 o mas para todos los grupos. Sin embargo, para los nifios y
adolescentes, la “obesidad” se define como un IMC mayor de o igual al percentil 95.

Segun los NIH de EE.UU., “sindrome metabdlico” es el nombre de un grupo de factores de riesgo que aumentan el
riesgo de enfermedad cardiaca y otros problemas de salud, tales como diabetes y accidente cerebrovascular. El
término “metabdlico” se refiere a los procesos bioquimicos implicados en el funcionamiento normal del cuerpo. Los
factores de riesgo son rasgos, condiciones o habitos que aumentan las probabilidades de que una persona desarrolle
una enfermedad. Deben tenerse al menos tres factores de riesgo metabdlico para ser diagnosticado con sindrome
metabdlico. Estos incluyen: cintura ancha u obesidad abdominal; un alto nivel de triglicéridos; un bajo nivel de
colesterol HDL; hipertension arterial; y alto nivel de glucemia en ayunas.

Se prefiere que dicha composicién farmacéutica para su uso segun la presente invencion se combine con el uso de
una terapia con anticonceptivos orales o no orales por dichas nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear. En
realizaciones particulares, el anticonceptivo es un anticonceptivo no oral, tal como un anticonceptivo intrauterino, por
ejemplo, un dispositivo intrauterino.

La composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencidon comprende normalmente al menos 25,
preferiblemente al menos 30, tal como al menos 40 o al menos 45 mg de espironolactona en una dosis diaria de dicha
composicion. Ademas, la composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencion comprende normalmente
como maximo 100, preferiblemente como maximo 75, tal como como maximo 70 6 60 mg de espironolactona en una
dosis diaria de dicha composicion. En una realizacion particular, la composicion farmacéutica para su uso segun la
presente invencion comprende 50 mg de espironolactona en una dosis diaria de dicha composicion.

La composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencion comprende normalmente al menos 2,5,
preferiblemente al menos 5, tal como al menos 6 o al menos 7 mg de pioglitazona en una dosis diaria de dicha
composicion. Ademas, la composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencion comprende normalmente
como maximo 15, preferiblemente como maximo 10, tal como como maximo 9 u 8 mg de pioglitazona en una dosis
diaria de dicha composicién. En una realizacion particular, la composicion farmacéutica para su uso segun la presente
invencion comprende 7,5 mg de pioglitazona en una dosis diaria de dicha composicion.

La composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencion comprende normalmente al menos 500,
preferiblemente al menos 600, tal como al menos 700 o al menos 800 mg de metformina en una dosis diaria de dicha
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composicion. Ademas, la composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencion comprende normalmente
como maximo 1500, preferiblemente como maximo 1200, tal como como maximo 1000 6 900 mg de metformina en
una dosis diaria de dicha composicidn. En una realizacién particular, la composicion farmacéutica para su uso segun
la presente invencion comprende 850 mg de metformina en una dosis diaria de dicha composicion.

Se prefiere ademas que una dosis diaria de la composicion farmacéutica segun la presente invencién que comprende
la dosis diaria requerida de cada una de espironolactona, pioglitazona y metformina se formule en una sola unidad de
una forma de administracion oral, tal como un Unico comprimido o capsula, que puede ingerirse faciimente.

Como tal, el uso de la composicion farmacéutica segun la presente invencioén puede contribuir a la concepcion,
preferiblemente a la concepcién natural, una vez que dichas nifias adolescentes alcancen la edad adulta y la edad de
procrear (véase la figura 4). En mujeres en edad de procrear, en particular aquellas que padecen un exceso de
andrégenos oligoovulatorios relacionado con esteatosis hepatica, el uso de la composicion farmacéutica segun la
presente invencion da como resultado una atenuacion de la subfecundidad oligoovulatoria tras una reduccion de la
grasa ectopica, en particular de grasa hepatica (figura 5). Preferiblemente, el uso de la composicion farmacéutica
segun la presente invencion en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear se mantiene hasta que se observe
una reduccion suficiente de la grasa ectdpica. Preferiblemente, tal reduccion suficiente de la grasa ectépica
corresponde a una reduccién del contenido estimado de grasa hepatica con al menos el 10%, mas preferiblemente
con al menos el 20% o 30%, tal como por ejemplo una reduccién del 40% o el 50% o mas en comparacion con el
contenido estimado de grasa hepatica al inicio del tratamiento. Normalmente, tal reduccién suficiente de la grasa
ectopica esta asociada con una reduccion de la grasa visceral estimada con al menos el 10%, mas preferiblemente
con al menos el 15%, tal como por ejemplo una reduccién del 20% o el 30% o mas en comparacién con la grasa
visceral estimada al inicio del tratamiento. Considerando que los efectos estimulantes sobre la tasa de ovulacién del
uso de la composiciéon farmacéutica segun la presente invencion persisten después de finalizar la ingesta de dicha
composicion, puede considerarse finalizar su ingesta, preferiblemente una vez que se logre tal reduccion suficiente de
la grasa ectopica, cuando se desee la concepcion para evitar cualquier supuesta interferencia de estos compuestos
con el desarrollo embrionario o fetal.

Preferiblemente, el uso de la composicion farmacéutica segun la presente invencidon se combina con el uso de un
anticonceptivo oral o no oral, en particular un anticonceptivo no oral, tal como un anticonceptivo intrauterino. El uso de
dicho anticonceptivo no oral tiene la ventaja de que evita la concepcién y el embarazo durante la ingesta de los
compuestos farmacéuticos contenidos en dicha composicion y asi evita cualquier supuesta interferencia de estos
compuestos sobre el desarrollo embrionario y/o fetal. Preferiblemente, una vez que se ha logrado una reduccion
suficiente de la grasa ectdpica y se desea la concepcion, puede dejar de usarse dicho anticonceptivo oral o no oral,
preferiblemente un anticonceptivo no oral, tras la finalizacién de la administracion combinada de espironolactona,
pioglitazona y metformina a través de dicha composicion.

Un cuarto aspecto descrito en el presente documento es un método para la prevencioén o el tratamiento del exceso de
androgenos oligoovulatorios o SOP en nifias adolescentes o mujeres, comprendiendo dicho método la administracion
combinada de espironolactona, pioglitazona y metformina. Normalmente, este método de la presente invencién se usa
en el tratamiento de nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear que también presentan hiperinsulinemia, bajos
niveles de adiponectina, altos niveles de proteina C reactiva y/o altos niveles de gonadotropina. Generalmente, estas
nifas y mujeres en edad de procrear también presentan exceso de grasa hepatica y visceral y/o dislipidemia. La
aparicion de estos sintomas del sindrome de ovario poliquistico puede estar asociada o no con sobrepeso u obesidad.
Normalmente, el método segun este tercer aspecto alivia uno, varios o todos los sintomas asociados con SOP. Por
ejemplo, dicho método puede aliviar o atenuar cualquiera, varios o todos los siguientes sintomas de SOP:
hiperinsulinemia, exceso de andrégenos, exceso de grasa hepatica, exceso de grasa visceral, menstruaciones
enddgenas irregulares y baja tasa de ovulacion. Ademas, se observo que este alivio o esta atenuacion de uno, varios
o todos de dichos sintomas persistia después de la finalizacion del uso de dicha composiciéon farmacéutica. En
particular, la reduccién del exceso de grasa hepatica y visceral y la normalizacién de la tasa de ovulaciéon se
mantuvieron durante periodo prolongado tras el tratamiento, tal como durante un periodo de 6 6 12 meses después
de la finalizacién de la administracion de espironolactona, pioglitazona y metformina.

Un quinto aspecto descrito en el presente documento proporciona un método para prevenir o tratar la baja tasa de
ovulaciéon asociada con esteatosis hepatica en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear, comprendiendo
dicho método la administracion de una combinacién de espironolactona, pioglitazona y metformina.

Una realizacion particular del quinto aspecto se refiere a un método para prevenir o tratar la baja tasa de ovulacion en
nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear que padecen exceso de andrégenos oligoovulatorios o SOP,
comprendiendo dicho método la administracion combinada de espironolactona, pioglitazona y metformina. Los efectos
positivos de este método sobre la tasa de ovulacién se correlacionaron claramente con un tratamiento asociado con
la reduccién previa de la grasa hepatica. Por consiguiente, este método es particularmente adecuado para el
tratamiento de bajas tasas de ovulacion en pacientes con SOP que tienen exceso de grasa hepatica o esteatosis
hepatica.

Una realizacion adicional del quinto aspecto se refiere a un método para prevenir o tratar la baja tasa de ovulacion
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asociada con esteatosis hepatica en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear que no se considera que
padezcan exceso de andrégenos oligoovulatorios o SOP, comprendiendo dicho método la administracion combinada
de espironolactona, pioglitazona y metformina. Normalmente, las nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear
dentro de este grupo de pacientes tienen sobrepeso y/o presentan un exceso de depdsitos de grasa ectépica, en
particular un exceso de depdsitos de grasa visceral y hepatica.

Un sexto aspecto descrito en el presente documento se refiere a un método para tratar una afeccion que se beneficia
de una reduccion de la grasa hepatica y/o visceral, comprendiendo dicho método la administracién combinada de
espironolactona, pioglitazona y metformina. En realizaciones particulares, tal reduccion de grasa hepatica y/o visceral
se produce en ausencia de una reduccion concomitante del peso corporal total, peso corporal, la masa magra y/o
masa grasa total. La afeccion puede ser sindrome de peso normal metabdlicamente obeso (sindrome de De Lorenzo),
sindrome metabdlico, obesidad o tener sobrepeso. Preferiblemente, este tratamiento se combina con la adopcién de
un estilo de vida que implique una dieta equilibrada y que favorezca el aumento de la actividad fisica.

Una realizacién particular del sexto aspecto es un método para tratar una afecciéon que se beneficia de una reduccion
de la grasa hepatica y/o visceral en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear, comprendiendo dicho método
la administracion combinada de espironolactona, pioglitazona y metformina. En realizaciones particulares, tal
reduccion de grasa hepatica y/o visceral se produce en ausencia de una reduccion concomitante del peso corporal
total, peso corporal, la masa magra y/o masa grasa total. La afeccion puede ser sindrome de ovario poliquistico,
sindrome de peso normal metabdlicamente obeso (sindrome de De Lorenzo), sindrome metabdlico, obesidad o tener
sobrepeso. Preferiblemente, este tratamiento se combina con la adopcién de un estilo de vida que implique una dieta
equilibrada y que favorezca el aumento de la actividad fisica.

En nifias adolescentes, particularmente aquellas que presentan sintomas de exceso de androgenos
hiperinsulinémicos, los métodos de tratamiento descritos en el presente documento conducen a la reduccion de la
grasa ectopica, en particular la grasa hepatica, y una atenuacién de la subfecundidad asociada con la baja tasa de
ovulacion en la edad adulta (temprana). Como tal, los métodos de tratamiento descritos en el presente documento
pueden contribuir a la concepcién, preferiblemente a la concepcién natural, una vez que dichas nifias adolescentes
alcancen la edad adulta y la edad de procrear (véase la figura 4). En mujeres en edad de procrear, en particular
aquellas que padecen un exceso de andrégenos oligoovulatorios relacionado con esteatosis hepatica, los métodos de
tratamiento descritos en el presente documento dan como resultado una atenuacion de la subfecundidad
oligoovulatoria tras una reduccion de la grasa ectdpica, en particular de la grasa hepatica (figura 5). Preferiblemente,
el tratamiento de nifias adolescentes y/o mujeres en edad de procrear segun los métodos de tratamiento descritos en
el presente documento implica mantener la administracién de la combinacién de espironolactona, pioglitazona y
metformina hasta que se observe una reduccion suficiente de la grasa ectdpica. Preferiblemente, tal reduccion
suficiente de la grasa ectépica corresponde a una reduccion del contenido estimado de grasa hepatica con al menos
el 10%, mas preferiblemente con al menos el 20% o el 30%, tal como por ejemplo una reduccion del 40% o el 50% o
mas en comparacion con el contenido estimado de grasa hepatica al inicio del tratamiento. Normalmente, tal reduccion
suficiente de la grasa ectdpica se asocia con una reduccion de la grasa visceral estimada con al menos el 10%, mas
preferiblemente con al menos el 15%, tal como por ejemplo una reduccion del 20% o el 30% o mas en comparacion
con la grasa visceral estimada al inicio del tratamiento. Considerando que los efectos estimulantes sobre la tasa de
ovulacion del tratamiento descrito en el presente documento persisten después de finalizar la ingesta de la
combinacién de espironolactona, pioglitazona y metformina, puede considerarse finalizar la ingesta de estos
compuestos, preferiblemente una vez que se logre tal reduccion suficiente de la grasa ectépica, cuando se desea la
concepcién para evitar cualquier supuesta interferencia de estos compuestos con el desarrollo embrionario o fetal.

Los métodos de tratamiento descritos en el presente documento se consideran eficaces en nifias adolescentes y/o
mujeres en edad de procrear que presentan esteatosis hepatica independientemente de si esto esta asociado con
obesidad o sobrepeso o no.

El método descrito en el presente documento puede usarse en el tratamiento de nifias adolescentes o mujeres en
edad de procrear que presentan exceso de androgenos e hiperinsulinemia, junto a bajos niveles de adiponectina, altos
niveles de proteina C reactiva y/o altos niveles de gonadotropina. Generalmente, estas adolescentes y mujeres en
edad de procrear también presentan exceso de grasa visceral y/o dislipidemia.

Los métodos de tratamiento descritos en el presente documento implican normalmente la administracion diaria de al
menos 25, preferiblemente al menos 30, tal como al menos 40 o al menos 45 mg de espironolactona. Ademas, los
métodos de tratamiento descritos en el presente documento implican normalmente la administraciéon diaria de como
maximo 100, preferiblemente como maximo 75, tal como como maximo 70 6 60 mg de espironolactona. En una
realizacion particular, los métodos de tratamiento descritos en el presente documento comprenden la administracion
diaria de 50 mg de espironolactona.

Los métodos de tratamiento descritos en el presente documento implican normalmente la administracién diaria de al
menos 2,5, preferiblemente al menos 5, tal como al menos 6 o al menos 7 mg de pioglitazona. Ademas, los métodos
de tratamiento descritos en el presente documento implican normalmente la administracién diaria de como maximo
15, preferiblemente como maximo 10, tal como como maximo 9 u 8 mg de pioglitazona. En una realizacion particular,
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los métodos de tratamiento descritos en el presente documento comprenden la administracion diaria de 7,5 mg de
pioglitazona en una dosis diaria de dicha composicion.

Los métodos de tratamiento descritos en el presente documento implican normalmente la administracién diaria de al
menos 500, preferiblemente al menos 600, tal como al menos 700 o al menos 800 mg de metformina en una dosis
diaria de dicha composicién. Ademas, los métodos de tratamiento descritos en el presente documento implican
normalmente la administracién diaria de como maximo 1500, preferiblemente como maximo 1200, tal como como
maximo 1000 6 900 mg de metformina en una dosis diaria de dicha composiciéon. En una realizacion particular, los
métodos de tratamiento descritos en el presente documento comprenden la administracion diaria de 850 mg de
metformina en una dosis diaria de dicha composicion.

En una realizacion preferida, la presente invencién comprende la administracion diaria de 60 a 70 mg de
espironolactona, de 8 a 9 mg de pioglitazona y de 800 a 9000 mg de metformina. Preferiblemente, la presente
invencion comprende la administracion diaria de 50 mg de espironolactona, 7,5 mg de pioglitazona y 850 mg de
metformina.

Se prefiere ademas que los métodos de tratamiento descritos en el presente documento comprendan la administracion
de una composicién farmacéutica que sea una forma de administraciéon oral que comprenda espironolactona,
pioglitazona y metformina en cada unidad individual de dicha forma de administracién oral, por ejemplo, en cada
comprimido o capsula individual. Mas preferiblemente, una unidad individual de dicha forma de administracién oral
comprende la dosis diaria requerida de cada una de espironolactona, pioglitazona y metformina. Normalmente, dicha
unidad individual de la forma de administracion oral, tal como un Unico comprimido o capsula, puede ingerirse
facilmente. EI comprimido o la capsula puede ser una capsula o un comprimido recubierto con pelicula preparados
segun cualquier método conocido en la técnica por el experto. Preferiblemente, la capsula o el comprimido se formula
como una forma de administracion de liberacion inmediata.

En una realizacion adicional, la espironolactona, la pioglitazona y la metformina se administran cada una
secuencialmente en formas de administracion independientes. La espironolactona, la pioglitazona y la metformina en
formas de administracion independientes pueden formar una combinacion.

Todavia en una realizacion adicional, se administran dos de espironolactona, pioglitazona y metformina en una forma
de administracién Unica y el compuesto restante se administra en una forma de administracion independiente.

Las formas de administracién Unica pueden administrarse al mismo tiempo o en el plazo de 5 minutos a 1 hora entre
si, preferiblemente en el plazo de 15 minutos a 30 minutos entre si. Preferiblemente, el método de tratamiento descrito
en el presente documento, la administracion combinada de espironolactona, pioglitazona y metformina, se combina
con el uso de una terapia con anticonceptivos, en particular un anticonceptivo no oral tal como un anticonceptivo
intrauterino.

En una realizacion adicional, la administracion combinada de espironolactona, pioglitazona y metformina se combina
con un anticonceptivo oral en una forma de administraciéon Unica.

En una realizacién adicional, se administran dos o tres de espironolactona, pioglitazona, metformina y el anticonceptivo
oral en una forma de administracion Unica y el compuesto o compuestos restantes se administran en una forma o
formas de administracion independientes.

El uso de terapia con anticonceptivos tiene la ventaja de que evita el embarazo durante la ingesta de dichos
compuestos farmacéuticos y, por tanto, evita cualquier supuesta interferencia de estos compuestos en el desarrollo
embrionario y/o fetal. Preferiblemente, una vez que se ha logrado una reduccion suficiente de la grasa ectépica y se
desea la concepcioén, puede dejar de usarse dicho anticonceptivo no oral tras la finalizacion de la administracion
combinada de espironolactona, pioglitazona y metformina.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a una composicion farmacéutica en la que la composicion
farmacéutica comprende entre 25 y 100 mg de espironolactona y/o entre 5 y 15 mg de pioglitazona y/o entre 500 y
1500 mg de metformina. En una realizacion, la composicion farmacéutica comprende entre 25 y 100 mg de
espironolactona y entre 5y 15 mg de pioglitazona.

En una realizacion adicional, la dosis diaria de dicha composiciéon farmacéutica comprende entre 25 y 100 mg de
espironolactona, entre 5 y 15mg de pioglitazona y entre 500 y 1500 mg de metformina. En una realizacion
particularmente preferida, la dosis diaria de la composicion farmacéutica comprende 50 mg de espironolactona, 7,5 mg
de pioglitazona y 850 mg de metformina.

En una realizacion, la composicion farmacéutica esta en una forma de administracion oral y una unidad individual de
la forma de administracion oral comprende entre 25 y 100 mg de espironolactona, entre 5 y 15 mg de pioglitazona y
entre 500 y 1500 mg de metformina. En una realizacién preferida, la unidad individual de la forma de administracion
oral es un comprimido o una capsula.
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Ejemplo 1: Tratamiento con metformina, pioglitazona y espironolactona a baja dosis para ninas
adolescentes/mujeres jovenes con exceso de androgenos hiperinsulinémicos.

Métodos
Diserio y poblacién del estudio
La tabla 1 resume el disefio de este estudio aleatorizado, unicéntrico y sin enmascaramiento a lo largo de 24 meses.

La poblacion de estudio consistia en 36 nifias catalanas que cumplian los cuatro criterios de inclusion de hirsutismo
(puntuacién >8 en la escala de Ferriman-Gallwey), oligomenorrea (intervalos menstruales >45 dias), edad ginecolégica
(o periodo tras la menarquia) >2,0 afios y ausencia de actividad sexual (sin necesidad de anticoncepcion).

Se reclutaron las nifias en la Unidad de Endocrinologia Adolescente del Hospital Universitario Sant Joan de Déu,
Barcelona, Espafia, entre enero de 2013 y mayo de 2014 (diagrama de flujo CONSORT; figura 6). El reclutamiento
estuvo sesgado en contra del sobrepeso/obesidad porque, en el presente enfoque, las nifias adolescentes con
sobrepeso/obesidad son derivadas principalmente a la Unidad de Obesidad y no a la Unidad de Endocrinologia
Adolescente.

Se incluyeron todas las nifias que cumplian con los cuatro criterios de inclusion, ya que ninguna de ellas se excluyd
por uno de los siguientes criterios: deficiencia de 21-hidroxilasa (tal como se evaltia segun 17-OH-progesteronemia >
200 ng/dl en la fase folicular o después de 2 meses de amenorrea); intolerancia a la glucosa o diabetes mellitus;
evidencia de disfuncién tiroidea, hepatica o renal; hiperprolactinemia; cualquier uso previo de medicaciéon que afecte
a la funcién gonadal o suprarrenal, o el metabolismo de hidratos de carbono o lipidos."”

Criterios de valoracion

El criterio de valoracién principal fue la tasa de ovulacién tras el tratamiento. Los desenlaces secundarios fueron
puntuaciones de hirsutismo y acné, composicion corporal, distribucion de la grasa abdominal (grasa subcutanea,
visceral y hepatica), grosor de la intima-media carotidea (GIMc) e insulina circulante, testosterona, androstendiona,
proteina C reactiva (PCR), lipidos y adiponectina de alto peso molecular (HMW).

Registro y ética de estudios

El estudio se registré como ISRCTN29234515 y se realiz6 tras la aprobacion de la Junta de Revision Institucional del
Hospital Universitario Sant Joan de Déu, después del consentimiento por escrito de los padres y después del
consentimiento de cada una de las nifias del estudio, incluidas las de los controles sanos que permitieron derivar
valores indicativos. Las actualizaciones del registro del estudio original reflejan los cambios que se produjeron desde
agosto de 2012, en particular en el diagnéstico de SOP en adolescentes,® en la duracion del estudio (ampliacion del
periodo tras el tratamiento de 6 a 12 meses, después de obtener una ampliacion de la financiacion), y en la medicion
de androgenos circulantes (cambio a cromatografia de liquidos - espectrometria de masas en tandem).

Medicamentos para la aleatorizacion y el estudio

Se recomendo a todas las nifias una dieta mediterranea y ejercicio regular. La aleatorizacion (1:1) para la medicacion
del estudio se basoé en la web (hitp://www.SealedEnvelope.com), usando bloques permutados aleatorios, con estratos
por edad (<16,0 o >16,0 afios) e indice de masa corporal (IMC, <24,0 o >24,0 kg/m?). Se asignaron las nifias al azar
para recibir una vez al dia, a la hora de la cena, o bien Loette Diario (Pfizer, Madrid, Espafia; 20 mcg de etinilestradiol
mas 100 mg de levonorgestrel durante 21/28 dias, y placebo durante 7/28 dias) o bien SPIOMET, una combinacion a
baja dosis de tres genéricos independientes: 50 mg de espironolactona (la mitad de un comprimido de 100 mg de
Aldactone® de Pfizer, Madrid, Espafia), 7,5 mg de pioglitazona (la mitad de un comprimido de 15 mg de Actos® de
Takeda, Madrid, Espafia) y 850 mg de metformina (comprimido de 850 mg de Metformina® de Sandoz, Barcelona,
Espafa).

Se examin6 la observancia del tratamiento mediante los antecedentes en cada evaluacion clinica y mediante el
recuento de pildoras en la farmacia que entrega los medicamentos del estudio.

Evaluaciones clinicas y endocrinometabdlicas

Un investigador (LI, conocedor de la asignacion de tratamiento) midié el peso, la altura (estadiometro de Harpenden)
y el perimetro de la cintura, puntud la presencia de hirsutismo (Ferriman-Gallwey) y acné (escala de clasificacion de
Leeds) y examind los efectos secundarios. Se registrd la tension arterial sistolica y diastdlica en el brazo derecho
después de 5 minutos de reposo con la nifia en decubito supino, usando un esfigmomandmetro electronico (serie 767,
Welch Allyn, Espana).
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Se realizaron evaluaciones endocrinometabdlicas por la mafiana temprano, entre los dias 3-7 del ciclo (todas las nifias
menos una) o después de 2 meses de amenorrea (una nifia). Se evaluaron la glucemia en ayunas y la insulina
circulante (que permiten conjuntamente el calculo de la evaluacién del modelo de homeostasis de la resistencia a la
insulina, HOMA-IR), la globulina fijadora de hormonas sexuales (GFHS), la testosterona, la androstendiona, el
colesterol LDL y HDL, los triglicéridos, la adiponectina HMW y la PCR se evaluaron junto con los marcadores de
seguridad alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa (AST) y gamma glutamil transferasa (GGT). Los
marcadores de seguridad adicionales fueron el hemograma y la urea y creatinina circulantes (datos no mostrados). Se
realizaron pruebas de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) con 75 g de glucosa después de 3 dias con una dieta de
alto contenido en hidratos de carbono (300 g/dia) y un ayuno nocturno, con extraccion de muestras de sangre antes
de la ingesta de glucosa, y 30, 60, 90 y 120 min a partir de entonces, para las mediciones de glucosa e insulina de las
que derivaron las puntuaciones Z medias de glucemia e insulinemia.'”

Grosor de la intima-media carotidea (GIMc)

Un investigador (GS, conocedor de la asignacion de tratamiento) obtuvo ecografias longitudinales de las arterias
caroétidas con equipos de alta resolucion (Acuson Sequoia 512 SHA, Medisales, Los Alamitos, CA); se promediaron
los valores medios de tres mediciones de GIMc a la izquierda y tres a la derecha.'”

Composicién corporal y distribucion de la grasa abdominal

Se evalud la composicion corporal mediante absorciometria de rayos X dual (DXA) con un software Lunar Prodigy y
Lunar (version 3.4/3.5, Lunar Corp, WI)."”

Se evalud la distribucion subcutanea y visceral de la grasa abdominal mediante obtencion de imagenes de resonancia
magnética (IRM) usando una exploracion de 1,5 Tesla de IRM de cortes multiples (Signa LX Echo Speed Plus Excite,
General Electric, Milwaukee, WI1)."7 También se usd IRM para evaluar la grasa hepatica (%), comparando la intensidad
del higado con la de la grasa subcutanea y el bazo, suponiendo que este Ultimo 6rgano esta libre de grasa. Se
realizaron exploraciones por un operario y se analizaron las imagenes por un radiélogo (LdR), ambos desconocedores
de la asignacion de tratamiento.

Ensayos

Se midio la glucosa sérica mediante el método de la glucosa oxidasa. Se sometieron a ensayo la insulina circulante y
la GFHS mediante inmunoquimioluminiscencia (IMMULITE 2000, Diagnostic Products, Los Angeles, CA). Se calculé
HOMA-IR como [insulina en ayunas en mU/I] x [glucosa en ayunas en mg/dl}/405. Se midi6 la PCR mediante un método
muy sensible (Architect c8000; Abbott, Wiesbaden, Alemania). Se evalué la adiponectina HMW mediante ELISA
(Linco, St. Louis, MO). Se midieron la androstendiona y la testosterona circulante mediante cromatografia de liquidos
- espectrometria de masas en tandem, usando un enfoque basado en un método descrito.'® En resumen, se mezclaron
50 pl de muestra con 20 pl de una mezcla ISTD (testosterona-d3 5 ng/ml) y 150 ul de acetonitrilo para la precipitacion
de proteinas. Se centrifugaron las muestras y después de la evaporacion del sobrenadante (40°C bajo corriente de
nitrégeno), se afadio 1 ml de agua. Se extrajo la mezcla con 3 ml de terc-butil metil éter y se separé la fase organica
y se evaporo hasta sequedad. Se reconstituyeron los extractos con 100 pl de una mezcla de agua desionizada:metanol
(1:1, v/v) y se inyectaron 10 ul en el sistema de cromatografia de liquidos - espectrometria de masas en tandem
(Acquity UPLC acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo Xevo, Waters). Se realizé la separacion
mediante cromatografia de liquidos usando un programa de gradiente; se cambié linealmente el porcentaje de
disolvente organico tal como sigue: 0 min, 70%; 0,5 min, 70%; 3 min, 95%; 3,5 min, 95%; 3,6 min, 95%; 5 min, 70%.
Se determinaron los andrégenos mediante un método de monitorizacion de reacciones seleccionadas adquiriendo dos
transiciones para cada analito (289 — 97 y 289 — 109 para testosterona, 287 — 97 y 287 — 109 para androstendiona,
y 292 — 97 y 292 — 109 para patréon interno). Se obtuvieron datos cuantitativos con ambas transiciones. Se usaron
patrones de disolvente a cinco niveles de concentracion con propésitos de cuantificacion. Se uso el software MassLynx
para la gestion de datos. Se calcularon los indices libres de testosterona y androstendiona como 100 veces la razén
de la concentracion de androgenos circulantes (en nmol/l) con respecto a la de la globulina fijadora de hormonas
sexuales (GFHS, en nmol/l). En ausencia de valores normales (con estos métodos, en este rango de edad y en esta
poblacién étnica), las puntuaciones Z de androgenos libres derivaron de los resultados obtenidos con los mismos
métodos en nifias sanas de edad y origen étnico similares, y con menstruaciones regules (tabla 2). La homogeneidad
relativa de esta poblacion indicativa condujo a desviaciones estandar relativamente pequefas, y estas deben tenerse
en cuenta al interpretar las desviaciones de la puntuacién Z relativamente elevadas en la poblacién del presente
estudio.

Owvulacion

Se infirieron ovulaciones combinando la evidencia de los diarios menstruales y las mediciones de progesterona salival.
Se midieron las concentraciones de progesterona en saliva obtenida durante los trimestres segundo y cuarto del afio
tras el tratamiento (meses de estudio 15-18 y 21-24, en la tabla 1). Se recogieron muestras de saliva una vez a la
semana (el mismo dia de la semana) durante 12 semanas consecutivas dentro de cada trimestre, para un total de 24
muestras por paciente. Se suministraron las muestras (aproximadamente 5 ml cada una) después de un enjuague
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bucal con agua limpia y antes de la ingesta de alimentos, escupiendo en un colector de plastico. Se evito el uso de
dispositivos estimulantes de la salivacion. Se etiquetd cada colector (nombre y fecha) antes de guardarlo en el
congelador de la casa del paciente. Después de completarse cada recogida de saliva de 12 semanas, se llevaron las
muestras de saliva al hospital en bolsas isotérmicas, junto con un diario menstrual que mantuvo cada nifia y que
abarco 14 semanas (incluidas 2 semanas después de las 12 semanas de recogida de saliva). Tras la recepcion, se
descongelaron las muestras y se transfirieron a tubos de polipropileno, se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm
para retirar los restos celulares y luego se almacenaron a -20°C durante un maximo de 3 meses hasta el ensayo. Se
descongelaron las muestras de saliva y se centrifugaron de nuevo el dia de la medicidon de progesterona mediante
ELISA (Novatec, Immundiagnostica, Dietzenbach, Alemania); los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron
del 5,5% y el 6,0%, y el limite de deteccion fue de 3,8 pg/ml. Se identificaron ovulaciones candidatas mediante el uso
de un menor punto de corte de progesterona de 99 pg/ml, segin lo recomendado por el fabricante del ensayo. Se
confirmaron las ovulaciones candidatas cuando el diario menstrual indicé que la menstruacién no comenzé hasta 2
semanas antes de obtener la muestra de saliva en cuestion, y comenzé en el plazo de las 2 semanas posteriores.
Todas las ovulaciones que se confirmaron en este proceso en dos etapas, demostraron estar asociadas con
concentraciones de progesterona salival >150 pg/ml; por el contrario, ninguna de las ovulaciones candidatas con
concentraciones >150 pg/ml se vio afectada por el patron menstrual.

Estadistica

Se realizaron analisis con SPSS 22.0 (SPSS, Chicago, IL). Se compararon los cambios longitudinales en las variables
cuantitativas entre los grupos mediante un modelo lineal general de medidas repetidas. Se sometieron a prueba las
diferencias en los cambios longitudinales entre grupos mediante el término de interaccion entre los efectos entre y
dentro de los sujetos. Se buscé la diferencia entre grupos en los nimeros de ovulaciones mediante la prueba U de
Mann-Witney y la de las fracciones normoovulatorias mediante la prueba exacta de Fisher. Se buscaron asociaciones
entre variables cuantitativas mediante analisis de correlacion. P <0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Resultados
Completitud del estudio, observancia del tratamiento, efectos secundarios

La tasa de completitud del estudio fue del 94% (un abandono tras el tratamiento en cada grupo). Se estimé la
observancia del tratamiento en >97%, tal como se evalta segun los antecedentes y el recuento de pildoras. Los efectos
secundarios notables fueron manchado en el primer mes (el 17% de las nifias con ACO) y molestias abdominales
ocasionales/leves en el primer mes (el 11% de las nifias con SPIOMET).

Desenlace primario: ovulacion tras el tratamiento

El tratamiento con SPIOMET estuvo seguido por una tasa de ovulacién 2,5 veces mayor y por una fraccion de nifias
normoovulatorias 6 veces mayor que con ACO (tabla 2). El riesgo absoluto de oligoanovulacion fue el 65% menor tras
SPIOMET que con ACO (intervalo de confianza del 95%, 40-89%). El nimero que es necesario tratar con SPIOMET
para observar una nifia con SOP adicional con normoovulacién fue de 2 (intervalo de confianza del 95%, 1,1-2,5).

Las tasas de ovulacion tras el tratamiento se asociaron con cambios de la grasa hepatica durante el tratamiento y
cambios tras frente a antes del tratamiento de la testosteronemia libre (figura 1), también después de ajustes por
cambios en el IMC y la masa grasa total.

Los patrones representativos de antecedentes menstruales y progesterona salival (figura 2) ilustran que las nifias con
antecedentes menstruales similares tras ACO o SPIOMET pueden tener tasas de ovulaciéon notablemente diferentes.
Solo se observaron bajos numeros de ovulaciones (0 6 1 en 12 + 12 semanas) tras ACO [el 35% de estas nifas], y
solo se observaron altos numeros (5 6 6) tras SPIOMET [el 59% de esas nifas] (figura 7).

Desenlaces secundarios

El tratamiento con SPIOMET estuvo acompafiado de un espectro de efectos de normalizacion, incluyendo sobre la
grasa hepatica (figura 3), la grasa visceral, el perimetro de la cintura y la insulina circulante, PCR y adiponectina HMW
(tabla 3). La grasa hepatica y visceral, asi como la insulinemia estimulada por glucosa, se mantuvieron mas normales
tras SPIOMET que tras ACO (tabla 4). La hiperandrogenemia se normalizé6 mas lentamente durante el tratamiento con
SPIOMET que con el tratamiento con ACO, pero también se recuperé mas lentamente tras SPIOMET (figura 3). El
IMC, la masa magra y la masa grasa subcutanea abdominal se mantuvieron estables en ambos grupos durante todo
el estudio.

Conclusion
Los tratamientos aleatorizados para nifias adolescentes con SOP estuvieron seguidos por tasas de ovulacion

notablemente diferentes. Mas pérdida de exceso de grasa hepatica durante el tratamiento se asocié con tasas de
ovulacion tras el tratamiento mas normales.
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Los resultados secuenciales del presente estudio corroboran un concepto en el que la grasa hepatovisceral y/o
hiperinsulinemia son factores clave de SOP”23° que tienen acciones concertadas en multiples niveles, incluida una
regulacién por incremento de la secrecion de gonadotropina a nivel neuroendocrino,?® y una regulacion por incremento
de la liberacion de andrégenos a nivel ovarico.?!

Dado que las normalizaciones asociadas con SPIOMET de la grasa hepatica y visceral se produjeron en ausencia de
cambios detectables en el peso corporal, la masa magra o la grasa total, pueden haber sido provocadas por un
desplazamiento de la grasa desde depdsitos centrales/ectopicos (higado y visceras) hacia depdsitos
periféricos/eutépicos (tejido adiposo subcutaneo), reduciendo de ese modo posiblemente cualquier comorbilidad
relacionada con el almacenamiento de grasa ectopica.??23

Una mayor pérdida durante el tratamiento del exceso de grasa central, en particular la grasa del higado, estuvo seguida
por mas ovulaciones tras el tratamiento. Por tanto, la oligoanovulacion en el SOP puede ser una imagen especular de
la oligoanovulacién en atletas de élite, que durante mucho tiempo se ha relacionado con un déficit de grasa
central.>* Puede que haya llegado el momento de actualizar el concepto de “el peso adecuado para la ovulaciéon™?® en
un concepto de “la cantidad adecuada de grasa hepatovisceral para la ovulacion”, en el que una curva en forma de U
representa la relacion entre la cantidad de grasa hepatovisceral (a lo largo del eje X) y la prevalencia de la
oligoanovulacion (a lo largo del el eje Y).” La mayoria de las mujeres con SOP con elevacion de LH, exceso de
andrégenos y anovulacion pueden no tener un trastorno ovarico, sino que pueden estar en un modo endocrino que se
desencadena mas alla de un umbral individual de grasa hepatovisceral, y que se conserva evolutivamente como
mecanismo de realimentacion que reduce la obesidad central,?® y como mecanismo de proteccion que previene
embarazos de alto riesgo.?” El retraso de SOP adolescente por el tratamiento temprano con metformina (de 8 a 12
afios de edad) se asocio también a la reduccion combinada del exceso de grasa hepatica y visceral.?®2° Las
especulaciones evolutivas y la evidencia ontogénica coinciden para sugerir que el SOP no es un sindrome ovarico,
sino mas bien una secuencia de obesidad central pseudoovarica (socp).

Los presentes resultados revelaron una asociacion entre la grasa hepatica y la funciéon ovulatoria (figura 1),
independientemente del peso corporal, la masa magra, la masa grasa total y la masa grasa subcutanea abdominal.
Aunque los presentes hallazgos se obtuvieron principalmente en adolescentes no obesas con SOP y con un peso
corporal estable, pueden ofrecer no obstante una explicacion de por qué un estilo de vida mas saludable y/o la pérdida
de peso pueden ser tan efectivos para mejorar la funcién ovulatoria espontanea (o la capacidad de respuesta a la
induccion de ovulacién) en adolescentes obesas y mujeres con SOP: el higado parece ser el primer depdsito en perder
grasa tras el inicio de un estilo de vida mas saludable y/o la pérdida de peso, y las visceras parecen ser las
siguientes.3%3' De hecho, en personas obesas con una dieta baja en calorias, una pérdida de peso aproximada del
10% se ve acomparfiada de reducciones aproximadas del 60% de grasa hepatica, el 20% de grasa visceral y solo el
10% de grasa subcutanea.’’

El reconocimiento de un papel clave de la grasa hepatovisceral en el fenotipo de SOP ofrece una explicacion de por
qué las adolescentes no obesas con SOP tienden a tener un peso al nacer bastante bajo:”-° las nifias con menor peso
al nacer tienden a tener mas grasa hepatica y visceral (independientemente del IMC), y esto desde la segunda infancia
en adelante.3233

En conclusion, SPIOMET normaliza las tasas de ovulacion tras el tratamiento de nifias adolescentes con SOP mas
que lo hace ACO. Reenfocar el tratamiento de SOP hacia la reduccion temprana de la grasa ectoépica, en particular la
grasa del higado, puede prevenir parte de la subfecundidad oligoanovulatoria posterior.

Ejemplo 2: Comprimido farmacéutico

Para la fabricacion del comprimido farmacéutico, se mezclan los principios activos espironolactona, metformina y
pioglitazona con polivinilpirrolidona. Se realiza una granulacién en himedo de bajo cizallamiento y se secan y muelen
los granulos. Se mezclan los excipientes restantes (croscarmelosa sédica, celulosa microcristalina, estearato de
magnesio y poli(alcohol vinilico)) con los granulos molidos y se mezclan por completo con poli(alcohol vinilico)
lubricante. La mezcla finalmente se comprime para dar comprimidos que tienen la siguiente composicion.

El nicleo de comprimido resultante contenia:

Nucleo de comprimido Cantidad/mg Funcion
Nucleo

espironolactona 50 Principio activo
pioglitazona 7,5 Principio activo
metformina 850 Principio activo
Polivinilpirrolidona 55 Aglutinante
Croscarmelosa sodica 30 Diluyente
Celulosa microcristalina 70 Disgregante
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Estearato de magnesio 10 Lubricante
Poli(alcohol vinilico) 26,5 Polimero formador de pelicula

En una realizacion, se recubrié el comprimido con un recubrimiento de pelicula.
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Diseno del estudio

Meses del estudio 0 6 12 18 24

Ingesta de ACO o SPIOMET (0-12 meses) * v v
Marcadores clinicos y circulantes * v v v v v
DXA, IRM abdominal, GIMc & v v v v v
Prueba de tolerancia oral a la glucosa v v v
Evaluacion de la ovulacién # e v v

* ACO, anticonceptivo oral, SPIOMET, espironolactona-pioglitazona-metformina a baja dosis;

Aleatorizacion 1:1 con estratificacion por edad e IMC

A extraccion de muestras de sangre por la mafiana en ayunas, en fase folicular temprana

& DXA, absorciometria de rayos X dual; IRM, obtencion de imagenes por resonancia magnética (grasa hepatica y
visceral);

GIMc, grosor de la intima-media carotidea

# mediante la progesterona salival semanal a lo largo de 12 semanas antes de la visita del estudio, en combinacion
con un diario menstrual a lo largo de las mismas 12 semanas + 2 semanas posteriores
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Tabla 2. Resultados de ovulacion

ES 2 883 282 T3

Etinilestradiol-levonorgestrel SPIOMET
(N=17) (N=17)

15-18 m. 21-24 m. Total 15-18 m. 21-24 m. Total
(12 sem.) (12 sem.) (24 sem.) (12 sem.) (12 sem.) (24 sem.)
Numero de ovulacion 1,0£0,2 0,8+0,2 1,8+0,3 25+0,2] 1,9+0,3M 44+0,31

Fraccion , , ,

29 24 12 941 711 711

normoovulatoria (%)*

Se expresan los resultados como media + E.E.M.

5
m.: meses; sem.. semanas
&La normoovulacion se define como 2 6 3 ovulaciones inferidas a lo largo de 12 semanas, o como 4 o mas ovulaciones
a lo largo del intervalo total de 24 semanas.
10

hp <0,05, para cambios dentro del grupo a lo largo del tiempo; ip <0,005 y ip <0,001, para diferencias entre grupos.
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Los valores son la media + E.E.M.

GFHS, globulina fijadora de hormonas sexuales; HOMA-IR, evaluacién de modelo de homeostasis-resistencia a la
insulina

PTOG, prueba de tolerancia oral a la glucosa;

GGT, gamma-glutamil transpeptidasa; HMW, alto peso molecular, GIM, grosor de intima-media;
DXA, absorciometria de rayos X dual;

IRM abd., obtencion de imagenes por resonancia magnética abdominal: subc., subcutaneo

A El 100% de estas nifias tuvieron pseudomenstruacion en el plazo de 28 dias, tras la ingesta de pildoras de placebo
durante 7/28 dias.

* Valores indicativos en adolescentes sanas (n=18; edad de 16,9 0,3 afios; IMC de 21,1 + 0,6 kg/m?); GFHS de 59 +
5 nmol/l; testosterona de 0,7 + 0,1 nmol/I;

androstendiona de 3,4 + 0,2 nmol/l; insulina en ayunas de 21,0 + 2,1 pmol/l; HOMA-IR de 0,7 + 0,1: GGT de 12 + 1 Ul/;
adiponectina HMW de 12,7 + 1,6 mg/l; PCR de 0,7 + 0,2 mg/l.

# Valores de DXA indicativos en adolescentes sanas, de edad y altura coincidentes (n=41): masa magra de 35,1 +
1,0 kg; masa grasa de 17,6 + 1,4 kg.

T Valores de IRM indicativos en adolescentes sanas (n=15; edad de 15,7 + 0,3 afios; IMC de 22,1 + 0,8 kg/m?% grasa
subc. de 97 + 11 cm?; grasa visceral de 32 + 2 cm?; grasa hepatica del 12 + 1%.

a sin diferencias significativas entre subgrupos aleatorizados al inicio.
bp <0,05, °p <0,01 y 9p <0,001 para cambios dentro de subgrupos (A) con respecto al inicio.

ep <0,05, p <0,01 y 9p <0,001 para diferencias entre subgrupos en A 0-12 meses.
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Los valores son la media + E.E.M.

GFHS, globulina fijadora de hormonas sexuales; HOMA-IR, evaluacién de modelo de homeostasis-resistencia a la
insulina

PTOG, prueba de tolerancia oral a la glucosa;

GGT, gamma-glutamil transpeptidasa; HMW, alto peso molecular, GIM, grosor de intima-media;
DXA, absorciometria de rayos X dual;

IRM abd., obtencion de imagenes por resonancia magnética abdominal: subc., subcutaneo

A El 100% de estas nifias tuvieron pseudomenstruacion en el plazo de 28 dias, tras la ingesta de pildoras de placebo
durante 7/28 dias.

* Valores indicativos en adolescentes sanas (n=18; edad de 16,9 + 0,3 afios; IMC de 21,1 + 0,6 kg/m?);
GFHS de 59 + 5 nmol/l; testosterona de 0,7 + 0,1 nmol/l;

androstendiona de 3,4 + 0,2 nmol/l; insulina en ayunas de 21,0 + 2,1 pmol/l; HOMA-IR de 0,7 + 0,1; GGT de 12 + 1 Ul/;
adiponectina HMW de 12,7 + 1,6 mg/l; PCR de 0,7 + 0,2 mg/l.

# Valores de DXA indicativos en adolescentes sanas, de edad y altura coincidentes (n=41): masa magra de 35,1 +
1,0 kg; masa grasa de 17,6 + 1,4 kg.

' Valores de IRM indicativos en adolescentes sanas (n=15; edad de 15,7 + 0,3 afios; IMC de 22,1 + 0,8 kg/m?:
grasa subc. de 97 + 11 cm?; grasa visceral de 32 + 2 cm?; grasa hepatica del 12 + 1%.

a sin diferencias significativas entre subgrupos aleatorizados al inicio.

bp <0,05, °p <0,01 y 9p <0,001 para cambios dentro de subgrupos (A) con respecto al inicio.

°p <0,05
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REIVINDICACIONES

Composicion farmacéutica que comprende espironolactona, pioglitazona y metformina para su uso en la
prevencion o el tratamiento del sindrome de ovario poliquistico.

Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 1, en la prevencion o el tratamiento del sindrome
de ovario poliquistico en nifias adolescentes o mujeres en edad de procrear.

Composicion farmacéutica que comprende espironolactona, pioglitazona y metformina para su uso en la
prevencion o el tratamiento de la baja tasa de ovulacion asociada con esteatosis hepatica en nifas
adolescentes o mujeres en edad de procrear.

Composicion farmacéutica para su uso segun las reivindicaciones 1 a 3, en la que cada una de
espironolactona, pioglitazona y metformina se administran secuencialmente en formas de administracion
Unica independientes.

Composicion farmacéutica para su uso segun las reivindicaciones 1 a 3, en la que dos de espironolactona,
pioglitazona y metformina se administran en una forma de administracion Unica y el compuesto restante se
administra en una forma de administracién independiente.

Composicion farmacéutica para su uso segun las reivindicaciones 4 6 5, en la que las formas de
administracion Unica se administran al mismo tiempo o en el plazo de 5 minutos a 1 hora entre si,
preferiblemente en el plazo de 15 minutos a 30 minutos entre si.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 3, en la que la esteatosis hepatica no esta
asociada con tener sobrepeso o ser obeso.

Composicion farmacéutica para uso segun las reivindicaciones 3 6 7, en la que las nifias adolescentes o
mujeres en edad de procrear presentan un exceso de andrégenos.

Composicién farmacéutica para uso segun las reivindicaciones 3, 7 u 8, en la que las nifias adolescentes o
mujeres en edad de procrear presentan hiperinsulinemia, bajos niveles de adiponectina, altos niveles de
proteina C reactiva y/o altos niveles de gonadotropina.

Composicion farmacéutica para uso segun las reivindicaciones 3, 7, 8 6 9, en la que las nifias adolescentes
o mujeres en edad de procrear presentan exceso de grasa visceral y/o dislipidemia.

Composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, en la que las nifias
adolescentes o mujeres en edad de procrear usan un anticonceptivo oral o no oral.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 11, en la que dicho anticonceptivo no oral es
un anticonceptivo intrauterino.

Composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que una dosis
diaria de dicha composicion farmacéutica comprende entre 25 y 100 mg de espironolactona.

Composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que una dosis
diaria de dicha composicion comprende entre 5y 15 mg de pioglitazona.

Composicion farmacéutica para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que una dosis
diaria de dicha composicion comprende entre 500 y 1500 mg de metformina.
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Figura 2
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Figura3
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Figura 6

Diagrama de flujo CONSORT

[ Reclutamiento J

Evaluado para eligibilidad (n=42)

Excluido (n=6)
= No cumple criterios de inclusién (n=6)

= Rechazé participar (n=0)
* Otros motivos (n=0)

Aleatorizado (n=36)

!

[ Asignaciéon ]
L 2 \4
Asignado a ACO (n=18) Asignado a SPIOMET (n=18)
* Intervencién asignada recibida (n=18) = Intervencién asignada recibida (n=18)
= No recibi6 intervencién asignada  (n=0) * No recibié intervencién asignada  (n=0)
[ Seguimiento ]
1 h 4
Se perdio en ) Se perdio en ]
el S'Zg,imiemo (n=1, enelafio ras el fatamiento ) el sgglimiento (n=1, enelafio tras el tratamiento )
Intervencién interrumpida(n=0) Intervencién interrumpida (n=0)
L Analisis ]
v A4

Analizado (n=17)

Excluido del anlisis  (n=0)
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Figura 7
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