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USO DE LEPTINA PARA EL TRATAMIENTO DE LA LIPOATROFI A
HUMANA Y METODO PARA DETEMINAR LA PREDISPOSICION A DICHO
TRATAMIENTO.

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere al uso terapéutico de leptina, analogos de leptina
y derivados de leptina en el tratamiento de la lipoatrofia humana.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Citas completas de las referencias pueden hallarse al final de la descripcion
detallada.

[0003] Los sindromes de lipoatrofia (conocida también como lipodistrofia) constituyen

un grupo heterogéneo de sindromes caracterizados por una escasez de tejido adiposo o
graso. Esta enfermedad puede tener también asociadas anormalidades metabdlicas. Esas
anormalidades metabdlicas incluyen la hipertrigliceridemia y la resistencia grave a la
insulina acomparfiada habitualmente por diabetes mellitus (Reitmann et al., 2000). En
humanos la lipoatrofia puede ser heredada genéticamente o adquirida. Hay mas de una
forma genética de lipoatrofia. Por ejemplo, se ha demostrado que las mutaciones en el
gen que codifica el lamin A/C (LMNA) estan relacionadas con la lipodistrofia parcial
familiar tipo Dunnigan (FPLD, Familiar Partial Lipodystrophy) (Cao et als., 2000). Los
individuos con FPLD de Dunnigan nacen con una distribucion de grasa normal, pero al
llegar a la pubertad desarrollan una pérdida progresiva de grasa en las extremidades y
troncal, que no afecta al tejido adiposo visceral y de cabeza y cuello. Una localizacion
cromosomica distinta (99q34) se ha asociado también a un gen de enfermedad de
lipodistrofia congénita generalizada (Garg et als., 1999). La lipodistrofia congénita
generalizada es un trastorno recesivo caracterizado por una casi completa ausencia de
tejido adiposo desde el nacimiento, resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia y

acantosis nigricans.
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[0004] Algunas formas de lipoatrofia en humanos son adquiridas. Por ejemplo, muchos
pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y tratados con
terapia antirretrovial de alta actividad (HAART, Highly Active Antiretroviral Therapy)
desarrollan una lipodistrofia parcial, caracterizada por la pérdida de grasa subcutanea
del rostro, extremidades y tronco, con aumento de la grasa visceral y una “joroba de
bafalo” semejante a la que se observa en el sindrome de Cushing. Estos pacientes
pueden desarrollar también trastornos metabdlicos, tales como resistencia insulinica e
hipertrigliceridemia. Las formas adquiridas de lipoatrofia pueden estar también
relacionadas con la dermamiositis juvenil y otras enfermedades autoinmunes.

[0005] Investigaciones realizadas en modelos animales han demostrado que esas
anormalidades metabdlicas pueden ir asociadas a pérdida de grasa (Gavrilova et al.,
2000). Pero la resistencia insulinica y la hipertrigliceridemia que caracterizan a la
lipoatrofia han demostrado ser extremadamente refractarias al tratamiento, aiin cuando
se han probado diversos enfoques (Garg, 2000). Uno de esos enfoques incluye el
tratamiento cortiazolidinedionas, queson agonistas PR#&Rroxisome Proliferator
Activated Receptoy, receptory activado por proliferador de peroxisomas). Si bien las
tiazolidinedionas son atractivas porque favorecen la diferenciacion de adipocitos y la
sensibilidad a la insulina, los pacientes a quienes se administran tiazolidinedionas son
tratados generalmente con una terapia combinada, incluyendo insulina a altas dosis,
agentes hipoglicémicos orales (ej. metformina y tiazolidinedionas), y farmacos
hipolipemiantes (ej., fibratos y estatinas). A pesar de estas terapias, los pacientes con
lipoatrofina siguen presentando hipertrigliceridemia grave (lo que provoca episodios
recurrentes de pancreatitis aguda), hiperglicemia grave (que plantea el riesgo de
retinopatia y nefropatia diabéticas), y esteatohepatitis no alcohdlica (que puede provocar
cirrosis) (Arioglu et als., 2000). De hecho, una de las tiazolidinedionas, la troglitazona,
fue eliminada del mercado en los EE UU debido a su hepatotoxicidad, rara pero grave,
lo que dejo a dos tiazolidinedionas (rosiglitazona y pioglitazona) disponibles (Reitmann,
et als.). Por tanto, es necesario un tratamiento alternativo para la lipoatrofia.

[0006] Se han desarrollado y comprobado diversos modelos animales de lipoatrofia
modificados genéticamente. Pero estos modelos proporcionan resultados contradictorios
en cuanto a la sensibilidad de esos animales al tratamiento con leptina. Por ejemplo, en

un modelo de raton transgénico, que expresa una version nuclear truncada de SREBP-1
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c e imita las caracteristicas de la lipodistrofia generalizada congénita con resistencia a la
insulina y un tejido adiposo marcadamente escaso, la infusién sistémica continua de
leptina supero la resistencia a la insulina de los ratones (Shimomura et als., 1999). Por
otra parte, un ratdn transgénico distinto, que expresa el gen A-ZIP/F-1 y se caracteriza
por la falta de tejido graso, una resistencia a la insulina grave, diabetes y unos niveles de
leptina sérica muy reducidos, no respondié a la leptina a dosis similares, y dosis
superiores resultaron minimamente efectivas (Gavrilova et als, 2000). Toda eficacia con
leptina disminuye también con la edad del animal (Id.). Ademas, aunque la resistencia a
la insulina fue superada con leptina en los ratones transgénicos SREBP-1c, no se
observo una regresion de la lipoatrofia (Shimomura et al.).

[0007] Actualmente, el uso de la leptina en terapia humana se ha centrado
principalmente en la reduccién de la obesidad y su disfuncion metabdlica asociada
(Heymsfield et als. 1999). Los pacientes con ausencia de leptina debido a mutaciones en
el gen de la leptina tienen obesidad mérbida desde la infancia y presentan diversas
anormalidades hormonales, incluyendo resistencia insulinica e hipogonadismo
hipogonadotrépico (Montague et als., 1997). En uno de esos pacientes, la sustitucion
fisiologica con leptina recombinante durante un afio resultd en una significativa
reduccion de peso y mejoria de las anormalidades hormonales (Faroogi et als., 1999;
Solicitud PCT N°.: WO 00/20872). En estos estudios previos no se abordo el empleo de

leptina en el contexto de la lipoatrofia humana.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La presente invencion, como se reivindica, propone la proteina de leptina para su
uso en el tratamiento en humanos con lipoatrofia y las anormalidades metabdlicas
asociadas, y un método para determinar la predisposicion al tratamiento con leptina. En
una version, la leptina humana es usada en la terapia de sustitucion hormonal en
pacientes lipoatroficos con una baja concentracion de leptina en suero. De preferencia
se utiliza leptina recombinante humana. Las proteinas de la leptina pueden ser
administradas por via subcutanea o sistémica, o por cualquier otra via, incluyendo

meétodos de terapia genética.
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[0009] Al evaluar la predisposicién del paciente lipoatrofico al tratamiento con leptina,
puede determinarse la concentracion sérica de leptina. De preferencia son sometidos al
tratamiento con leptina los pacientes con una concentracion sérica de leptina inferior a 4
ng/ml, y aun mejor inferior a 2 ng/ml, y preferiblemente inferior a 0,5 ng/ml. También

es preferible que el tratamiento con leptina se administre a pacientes del sexo femenino
con una concentracion sérica de leptina < 4 ng/ml y a pacientes del sexo masculino con
una concentracion seérica de leptina < 3 ng/ml. Preferiblemente, la leptina se administra

a pacientes masculinos con una concentracion sérica de leptina < 2 ng/ml.

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA

[0010] La Figura 1A muestra la evolucion clinica de la paciente NIH-1 con 4 meses de
terapia con leptina. Se presentan datos histéricos anteriores a la terapia con leptina
(iniciada el Dia 0) para demostrar la gravedad de los datos metabdlicos. Se muestran
importantes hitos de la terapia y de la mejoria de los parametros metabolicos. La Figura
1B presenta imagenes de resonancia magnética axial ponderada en T1 de la paciente
NIH-1 a nivel de L4 basal y a los 4 meses de terapia con leptina. Obsérvese la reduccion
del tamafio del higado, y los consiguientes cambios de posicién de los rifiones y las
estructuras de la linea media.

[0011] La Figura 2 muestra que la leptina reduce la Hl®h los pacientes diabéticos
(n=8). Los datos se presentan como cambios medios y las barras de error indican un
Intervalo de Confianza del 95%. También se presenta el valor basal y a los 4 meses
+EEM (error estandar de la media).

*p<0,001

[0012] La Figura 3 muestra que la leptina mejora la curva de glucosa durante la
tolerancia a la insulina y la tolerancia a la glucosa oral (n=9). Panel A: Glucosa en
plasma en respuesta a 0,2 U.kg de insulina IV antes (circulos cerrados y linea continua)
y 4 meses después (circulos abiertos y linea de puntos) de la terapia con leptina. Las
barras de error indican un EEM *p<0,02. Panel B: Glucosa en plasma en respuesta a 75
g de glucosa oral antes (circulos cerrados y linea continua) y 4 meses después (circulos
abiertos y linea de puntos) de la terapia con leptina. Las barras de error indican EEM.

* p<0,01
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[0013] La Figura 4 muestra que la leptina reduce los triglicéridos. Los datos se
presentan como el cambio medio desde los valores basales y las barras de error
representan un Intervalo de Confianza del 95%. Se presentan también los valores
medios basales y a los 4 meses con los rangos observados. Téngase en cuenta que los
datos son asimétricos y no siguen una distribucion normal. *p<0,001.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS VERSIONES PREFERIDAS

[0014] La hormona leptina del adipocito desempefia una funcién central en la
homeostasis energética. Fue descubierta por primera vez en el raton obeso como el
factor sérico ausente que reducia la ingesta de alimentos y el peso corporal al ser
sustituido (Zhang et als., 1994; Pelleymounter et als., 1995). Debido a esas
observaciones iniciales, buena parte del intento terapéutico anterior en la utilizacién de
esta hormona se ha centrado en el tratamiento de la obesidad. En la mayoria de los
humanos obesos las concentraciones séricas de leptina son elevadas, y se cree que existe
un estado de resistencia a la leptina (Mantzoros et als., 2000). Hasta ahora, ha sido
limitado el efecto de la leptina recombinante humana para producir pérdida de peso en
individuos obesos, excepto en la situacibn de deficiencia de leptina congénita
(Heymsfield et als., 1999; Farooqi et als., 1999).

[0015] La presente invencion hace factible el uso de las proteinas de la leptina en el
tratamiento de la lipoatrofia y las anormalidades metabdlicas asociadas en humanos,
tales como hiperglicemina, dislipidemia, hiperlipidemia, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, aterosclerosis, restenosis vascular y resistencia insulinica. Los
resultados de estudios realizados en pacientes con VIH han demostrado que el descenso
en las concentraciones séricas de leptina estd estrechamente relacionado con la
aparicion de lipoatrofia adquirida. Ademas, la sustitucion de la leptina en pacientes
lipoatréficos mejora de forma espectacular el metabolismo de la glucosa y los
triglicéridos, incluso después de agotarse todas las demas terapias potenciales. En todos
estos casos de sustitucidon de leptina, la concentracion sérica basal de leptina fue inferior
a 4 ng/ml.

[0016] En un caso grave de lipoatrofia adquirida, el paciente (con una concentracion

sérica de leptina <0,5 ng/ml)
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tenia hipertrigliceridemia grave, diabetes, xantomas cutaneos eruptivos dolorosos y
hepatomegalia masiva. El tratamiento con leptina durante 4 meses mejord
espectacularmente la hipertrigliceridemia y la hiperglicemia del paciente, lo que
permitio la interrupcion de la plasmaféresis y otras medicaciones para la diabetes. Las
mejorias fueron también acompafiadas de la desaparicion de los xantomas cutaneos, y el
volumen del higado del paciente se redujo un 40%. Por tanto, estos datos demuestran
que la terapia de la sustitucion de leptina puede ser utilizada de forma efectiva para
tratar la lipoatrofia adquirida o congénita y las anormalidades metabdlicas asociadas en
humanos.

[0017] Ademas, en base a estos datos, se puede extrapolar que los pacientes con una
concentracion sérica de leptina inferior a 4 ng/ml pueden constituir un grupo preferente
de pacientes para la terapia de sustitucion con leptina. Los niveles de leptina pueden ser
medidos utilizando un fluido corporal, de preferencia sangre o cualquier porcién de ella.
Aqui se utilizaron sueros de individuos. Otros fluidos corporales pueden contener
también leptina medible, como es la sangre entera, el liquido cerebroespinal, el plasma
y posiblemente la orina. Las mediciones presentes de 4 ng de leptina/ml de suero
pueden correlacionarse con los niveles correspondientes en otros fluidos corporales. Por
ejemplo, si se utiliza sangre entera la concentracion de leptina se diluira para tener en
cuenta el efecto diluyente de emplear sangre no fraccionada.

[0018] Un experto en la materia podra determinar las dosis efectivas administrando
leptina, un analogo de leptina o un derivado de leptina y observando el efecto
terapéutico deseado. El objetivo de la terapia de sustitucibn es conseguir
concentraciones casi fisiologicas de leptina en plasma. Se calcula que la dosis de
sustitucion fisiolégica de leptina es de aproximadamente 0,02 mg por kilogramo de peso
corporal/dia para varones de todas las edades, 0,03 mg kilogramo/dia para mujeres de
menos de 18 afios y de aproximadamente 0,04 mg por kilogramo/dia para mujeres
adultas. Al intentar alcanzar concentraciones casi fisiolégicas de leptina, se podria, por
ejemplo, tratar a un paciente con un 50 por ciento de la dosis de sustitucion estimada en
el primer mes de tratamiento, un 100 por ciento de la dosis de sustitucién en el segundo
mes de tratamiento, un 200 por ciento de la dosis de sustitucion en el tercer mes de
tratamiento, etc. Durante la terapia de sustitucion de leptina, se pueden medir

determinados marcadores bioquimicos para monitorizar el efecto terapéutico del
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tratamiento con leptina. Los niveles de hemoglobina glicosilada jHbA de
triglicéridos (en ayunas) son algunos de los marcadores preferidos para medir el efecto
terapéutico y monitorizar la eficacia del tratamiento con leptina.

[0019] Alternativamente, se pueden medir los niveles séricos de leptina utilizando
inmunoensayos disponibles en el comercio, como se muestra en los siguientes
Ejemplos. En general, un ensayo diagndéstico para medir la cantidad de leptina en sangre
(o plasma o mezcla) puede usarse primero para determinar los niveles endégenos de
proteina. Tales herramientas de diagnostico pueden ser en forma de un ensayo de
anticuerpos, como un ensayo sandwich de anticuerpos. La cantidad de leptina enddégena
se cuantifica inicialmente, y se determina el valor basal. Las dosis terapéuticas se
determinan como la cuantificacion de proteinas de leptina endégena y exdgena (es
decir, leptina, analogo de leptina o derivado de leptina hallada en el cuerpo, tanto
autoproducida como administrada). Durante la terapia se siguen monitorizando los
niveles de leptina del paciente.

[0020] La presente invencidn propone también composiciones farmacéuticas de
proteina de leptina para uso terapéutico. Tales composiciones farmacéuticas pueden ser
para administracidbn por inyeccion, o para administracion oral, pulmonar, nasal,
transdermal o de otra forma. Entre los métodos preferidos de administraciéon de
proteinas de leptina estan los métodos subcutaneos, sistémicos y de terapia genética.
[0021] En general, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
comprenden cantidades efectivas de proteinas de leptina junto con diluyentes,
conservantes, solubilizantes, = emulsionantes, adyuvantes y/o  portadores
farmacéuticamente aceptables. Tales composiciones incluyen diluyentes de diverso
contenido tampodn (ej., Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y potencia ionica; aditivos tales
como detergentes y agentes solubilizantes (ej., Tween 80, Polisorbato 80), antioxidantes
(ej., acido ascoérbico, metabisulfito sodico), conservantes (egj., timersol, alcohol
bencilico) y sustancias de relleno (ej., lactosa, manitol); incorporacién del material a
preparaciones de particulas de compuesto polimérico tales como acido polilactico, acido
poliglicdlico, etc., o en liposomas. También se puede utilizar el &cido hialurénico, y esto
puede tener como efecto favorecer una duracién sostenida en la circulacion. Tales
composiciones pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de

liberacionin vivo, y el indice de aclaramienia vivo de las proteinas y derivados
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presentes. Ver, ej.,, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18° Ed. (1990, Mack
Publishing Co., Easton, PA 18042) paginas 1435-1712 que se incorporan aqui como
referencia. Las composiciones pueden prepararse en forma liquida, o en polvo seco,
como la forma liofilizada. También se contemplan las formulaciones de liberaciéon
sostenida, como son las transdermales.

[0022] Para facilitar la disolucion de la terapia en el entorno acuoso se puede afadir un
surfactante como agente humectante. Entre los surfactantes pueden incluirse detergentes
anionicos como el lauril sulfato sédico, el dioctil sulfosuccinato sédico y el dioctil
sulfonato sodico. Se pueden utilizar detergentes cationicos, y entre ellos el cloruro de
benzalconio o el cloruro de bencetonio. A la lista de potenciales detergentes no ibnicos
que pueden incluirse en la formulacion como surfactantes hay que incorporar también el
lauromacrogol 400, el polioxil 40 estearato, el polioxietiieno del aceite de ricino
hidrogenado 10, 50 y 60, el glicerol monoestearato, el polisorbato 40, 60, 65 y 80, el
éster de acido graso de la sucrosa, la metil celulosa y la carboximetil celulosa. Estos
surfactantes pueden hallarse presentes en la formulacion de la proteina o del derivado,
solos 0 como una mezcla de distintas proporciones.

[0023] Aditivos que potencialmente aumentan la captacién de las proteinas de leptina
son, por ejemplo, los acidos grasos oleico, linoleico y linolénico.

[0024] Puede ser deseable una formulacion de liberacion controlada. Las proteinas de la
leptina podrian ser incorporadas a una matriz inerte que permita la liberacién por
difusién o por mecanismos de lixiviacién, ej. gomas. También pueden incorporarse a la
formulacién matrices de degeneracion lenta, ej. alginatos, polisacéaridos. Otra forma de
una liberacion controlada de esta terapia es un método basado en el sistema terapéutico
Oros (Alza Corp.), es decir, la proteina de la leptina se encierra en una membrana
semipermeable, lo que permite al agua entrar y empujar a la proteina hacia fuera a
través de una Unica abertura pequefia, debido a los efectos osmaticos. Algunas cubiertas
entéricas tienen también un efecto de liberacion retardada.

[0025] Ademas, la presente invencion contempla también kits para determinar la
predisposicion de un paciente humano con lipoatrofia a responder al tratamiento con
proteinas de leptina. En un aspecto, un kit mejorado puede proporcionar medios para
determinar si el nivel de leptina del paciente previo al mencionado tratamiento con

leptina es inferior o igual a aproximadamente 4 ng/ml. En un aspecto relacionado, un kit
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mejorado puede tener en cuenta el sexo de un paciente en la determinacién del nivel de
leptina en el paciente previo al mencionado tratamiento con leptina. En ese caso, el kit
puede proporcionar medios para determinar si el nivel de leptina del paciente previo al
mencionado tratamiento con leptina es inferior o igual a aproximadamente 2 ng/ml si el
paciente es del sexo masculino, o inferior o igual a aproximadamente 4 ng/ml si el
paciente es del sexo femenino. De preferencia, el kit comprende instrucciones de uso. El
kit puede incluir también reactivos, tubos, embalaje y/o otros componentes de la
reaccion.

[0026] Las siguientes descripciones se dan solamente como ejemplos y no deben ser
interpretadas como limitantes de las reivindicaciones. En base a la descripcion, un
experto en la cuestion puede introducir modificaciones y cambios en las versiones

preferidas, que no se separen del ambito de la invencién como se reivindica.

EJEMPLO 1

[0027] El siguiente ejemplo demuestra que el desarrollo del sindrome de lipoatrofia
asociada a VIH (HIV-LS) puede verse influido por una leptina reducida en suero, que
contribuye a la acumulacion, la pérdida o redistribucion de la grasa corporal.

[0028] En especial, se realizé un estudio con el objetivo de determinar si el fenotipo de
lipoatrofia en la HIVLS va asociado a cambios en la leptina sérica tras la iniciacion de
terapia antirretroviral de alta actividad (HAART). En este estudio se incluyeron ciento
cuarenta y seis (146) hombres VIH positivos cuyas concentraciones de leptina sérica se
compararon antes y después de HAART. Mediante examen fisico, los hombres fueron
evaluados y estratificados en los dos principales fenotipos: lipoatrofia sola, y lipoatrofia
con aumento de grasa central (HIV-LS "mixta").

[0029] De los 146 hombres, en cuarenta y dos (42/146) se observé lipoatrofia o
lipohipertrofia moderada o grave en mas de una zona corporal tras HAART. Veintisiete
de los 146 (27/146) tuvieron lipoatrofia sola y quince (15/146) cambios “mixtos”
después de HAART. Treinta y nueve de los 146 (39/146) no presentaban cambios de
hébitos corporales y estos pacientes sirvieron como controles. En general, los hombres
con HIV-LS eran mayores y con un uso mas prolongado de inhibidores de la proteasa.
También tenian unos recuentos de CD4 basales mas bajos y habian perdido una media

de 4 kg de peso corporal desde los valores basales.
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[0030] Antes de HAART, la mediana de los niveles basales de leptina para los grupos
de lipoatrofia y “mixto” fue de 3,6 ng/ml, y la mediana del nivel de leptina en el control
fue de 4,1 ng/ml. En aquellos que desarrollaron lipoatrofia sola tras HAART, la
concentraciéon de leptina sérica descendio significativamente de 3,6 a 2,8 ng/mi
(Wilcoxon p = ,006). Por otra parte, los niveles séricos de leptina se mantuvieron
estables en el grupo de HIV-LS “mixta” (4,0 ng/ml) [p=NS] y en los 39 controles VIH
positivos que no desarrollaron HIV-LS (3,7 ng/ml) [pn=NS].

[0031] Estos datos sugieren que un nivel reducido de leptina tras terapia antirretroviral
de alta actividad en pacientes VIH positivos puede contribuir al desarrollo del sindrome

de lipoatrofia.

EJEMPLO I

[0032] Para determinar la eficacia del uso de leptina en el tratamiento de la lipoatrofia
en humanos, se procedié también a la terapia de sustitucion de leptina en nueve
pacientes del sexo femenino, a quienes se habia diagnosticado distintas formas de
lipoatrofia. Las pacientes de este estudio fueron referidas por multiples médicos de los
Estados Unidos y Europa. Para ser elegibles, las pacientes debian tener niveles bajos
(definidos como una concentracion de leptina sérica <3,0 ng/ml en los hombres y <4,0
ng/ml en las mujeres) asociados con lipodistrofia, y por Io menos una de las siguientes
anormalidades metabdlicas: (1) Presencia de diabetes mellitus segun los criterios de la
American Diabetes Association (Ver Peters et als., 1998); (2) concentraciones séricas de
triglicéridos en ayunas >200 mg/dL; y/o (3) concentraciones séricas de insulina en
ayunas >30W/ml. El diagnostico de lipodistrofia se basé en criterios clinicos bien
conocidos por los expertos en la materia.

[0033] En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas clinicas basales de las pacientes
tratadas en el estudio.

TABLA 1: Caracteristicas de las Pacientes

Paciente | Edad/Sexo/ | Terapia Insulina | Leptina2 | RMR® Grasa
Tipo Hipolipemiante| en (ng/ml) | (kcal/dia) | Total"
Ayunasl (%)
(nU/ml)
NIH-1 17/F Fenofibrato 31,2 <0,5 2010 7
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Adquirida Atorvastatina
Generalizada Orlistat,
Plasmaféresis
Semanal
NIH-2 17/F Ninguna 334 1,0 2030 17
Congeénita
Generalizada
NIH-3 27/F Ninguna 19 0,7 1570 18
Adquirida
Generalizada
NIH-4 17/F Ninguna 211 11 2480 17
Congénita
Generalizada
NIH-5 15/F Ninguna 115 0,8 2670 15
Congénita
Generalizada
NIH-6 37/F Ninguna 25 0,6 1370 15
Congeénita
Generalizada
NIH-7 42/F Gemfibrozilo | 40,3 3,6 1980 26
Familiar
Parcial
UTSW-1 | 31/F Fenofibrato 61,5 0,7 1702 8
Congénita
Generalizada
UTS W- | 33/F Gemfibrozilo | 12,3 2,4 1497 14
25 Adquirida
Generalizada

1 Insulina en ayunas, factor de conversion a pmol/l

pacientes reciben terapia con insulina exégena)

2 Factor de conversion a nmol/ml: 0/08X

3 Resting metabolic rate (indice metabdlico en reposo)

. 7,15X (obsérvese que 3

algunas
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4 Obtenido mediante mediciones utilizando absorciometria de rayos X de energja dual,
donde las mediciones son 7-8% superiores que con la técnica de peso bajo el agua.

5 Paciente no diabética

[0034] Los nueve pacientes reclutados en el estudio eran del sexo femenino. Aunque el
estudio estaba abierto a ambos géneros, las mujeres tienden a ser identificadas antes y
con mayor frecuencia. Cinco de las nueve pacientes tenian lipodistrofia congénita
generalizada o el Sindrome de Seip-Beradine. Este diagndstico fue establecido con
evidencia de pérdida de grasa generalizada desde el nacimiento, asociada a otros
criterios clinicos (Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM #269700; Garg et als.,
1992). Tres pacientes tenian lipodistrofia adquirida generalizada con una historia de
pérdida de grasa aparente en la nifiez. Una de esas pacientes (UTSW-2) desarroll
lipodistrofia generalizada con dermatomiositis juvenil. Otra paciente (NIH-7) presento
lipodistrofia familiar parcial variedad Dunnigan (OMIM # 151660; Garg, 1999; y Cao

et als., 2000).

Disefio del Estudio

[0035] El estudio fue disefilado como un ensayo prospectivo abierto en la Diabetes
Branch del National Institute of

Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIDDK), y en el University of Texas
Southwestern (UT Southwestern)

Medical Center de Dallas. Amgen Inc. (Thousand Oaks, CA) proporcion6é metionil
leptina humana recombinante (leptina recombinante) para el ensayo. La respuesta de
cada paciente fue comparada con su estado basal. Debido a la rareza de los sindromes
de lipoatrofia y la variabilidad de las caracteristicas clinicas, no fue factible incluir un
grupo de control aleatorizado tratado con placebo. Los consejos de revision
institucionales del NIDDK y del University of Texas Southwestern Medical Center
autorizaron el estudio. Se obtuvo consentimiento informado por escrito de la paciente o
de su tutor legal.

[0036] Las pacientes fueron evaluadas como pacientes ingresadas en el Clinical Center

of the National Institutes of Health y el General Clinical Research Center del University
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of Texas Southwestern Medical Center antes del tratamiento y nuevamente tras 1, 2y 4
meses de terapia con leptina. Todas las pacientes habian recibido dosis estables de
medicaciones concomitantes durante por lo menos 6 semanas antes de iniciar la leptina.
Durante el estudio se redujeron las dosis de farmacos hipoglicémicos o se interrumpi6
su administracién, segun se requiriera.

[0037] El objetivo de este estudio fue alcanzar concentraciones casi fisiologicas de
leptina en plasma. La dosis de sustitucion fisioldgica fue calculada en 0,02 mg/kg/dia
para los hombres de todas las edades, 0,03 mg/kg/dia para mujeres de menos de 18 afios
y de 0,04 mg/kg/dia para las mujeres adultas. Se inyectd leptina recombinante por via
subcutdnea cada 12 horas. Es importante advertir que la dosis de sustitucion es
aproximadamente una décima parte de la dosis usada mas frecuentemente en los
ensayos de obesidad. Las pacientes fueron tratadas con el 50% de la dosis de sustitucion
durante el primer mes, con el 100% de la dosis de sustitucién el mes siguiente y con el
200% de la dosis de sustitucién durante los dos meses siguientes. Como variables
primarias para determinar la eficacia de la leptina recombinante se establecieron la

Hemoglobina Acy los niveles de triglicéridos séricos en ayunas.

Andlisis bioguimicos

[0038] Los niveles séricos de glucosa vy triglicéridos fueron determinados por métodos
estandar utilizando el equipo automético Hitachi (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
IN) y Beckman Instrument (Beckman, CA). La hemoglobina Alc fue determinada por
cromatografia liquida de alta presion e intercambio ionico (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA). Los niveles de acidos grasos libres (FFA, Free Fatty Acids) en suero
fueron determinados con un kit comercial (Wako, Richmond, VA). Los niveles de
insulina en suero fueron determinados mediante inmunoensayos utilizando reactivos
proporcionados por Abbott Imx Instrument (Abbott Park, IL) y un kit comercial (Linco
Research, Inc., St. Charles, MO). Los niveles séricos de leptina fueron determinados
mediante inmunoensayos utilizando un kit comercial (Linco Research, Inc. St. Charles,
MO).

Procedimientos
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[0039] ElI gasto energético en reposo fue medido utilizando Deltatrac Equipment
(Sensormedics, Yorba Linda, CA). La prueba fue realizada tras un ayuno nocturno de
mas de 8 horas en pacientes en reposo al despertar, entre las 6 y las 8 de la mafiana. Se
llevé a cabo un test de tolerancia a la glucosa tras ayunar durante la noche, utilizando 75
gramos de dextrosa. La glucosa sérica fue medida a los -10, 0, 30, 60, 90, 120 y 180
minutos de la carga de glucosa.

[0040] Se realizé una prueba de tolerancia a altas dosis de insulina utilizando 0,2 Ul/kg
de insulina regular para evaluar la sensibilidad a la insulina. La insulina fue
administrada intravenosamente tras ayunar toda la noche. Se recogieron muestras para
glucosa a los -10, 0, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos de la administracion de la insulina. La
constante K (la tasa de desaparicion de glucosa como reflejo de la sensibilidad corporal
total a la insulina) fue calculada como la tasa constante del descenso de la glucosa en
sangre tras insulina intravenosa, utilizando cinética de primer orden (Harrision et als.,
1976).

[0041] La grasa corporal fue determinada utilizando un absorciometro de rayos X de
energia dual (DEXA, Hologic QDR 4500) (Hologic, Inc., Bedford, MA)
(Lambrinoudaki et als., 1998). Imagenes axiales potenciadas en Tl de resonancia
magnética del higado fueron obtenidas con un escaner 1,5 tesla (General Electric
Medical Systems, Milwaukee) (Abate et als., 1994). Los volimenes hepéticos se
calcularon utilizando el paquete de software de andlisis de imagenes MEDXx (Sensor
Systems, Inc., Sterling, VA), en una estacién de trabajo Sun. Colocando un punto de
siembra para un borde segun el algoritmo, se obtuvieron registros de los margenes
exteriores del higado en cortes contiguos individuales. Los volumenes hepéaticos fueron
entonces calculados en base al area de pixeles y el grosor del corte. Se pidié a los
sujetos participantes en el centro NIH que informaran basalmente de su ingesta de
alimentos en los dltimos 3 dias, y de nuevo a los 4 meses para calcular la estimacion de

ingesta diaria de alimentos (Feskanich et als., 1993).

Andlisis Estadisticos
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[0042] Las mediciones se presentan como la media tEEM. Para comparar variables del
estudio durante diversos periodos de éste se utilizé el analisis de varianza de medidas
repetidas. Datos asimétricos tales como las concentraciones de triglicéridos y las
constantes K calculadas fueron log-transformados. Se empleé el test t apareado para
comparar los datos basales con diversos puntos en el tiempo cuando fue aplicable. Las
concentraciones de glucosa plasmatica durante el test de tolerancia a la glucosa oral
fueron comparadas utilizando un analisis de varianza de 2 factores con periodo del
estudio y tiempo durante la prueba modelados como factores repetidos. Intervalos de
confianza del noventa y nueve por ciento de las diferencias entre las medias fueron
derivados del andlisis de varianza y para las diferencias entre medias (Hanh et als.,
1991). Los cambios se consideraron estadisticamente significativos para p<0,05. No se
hicieron ajustes para comparaciones simultaneas para analisis estadisticos de hipotesis

especificas ariori.

Resultados

Caracteristicas basales de las pacientes

[0043] Ocho de las nueve pacientes eran diabéticas y todas ellas hiperlipidémicas
(Tabla 1). A todas las pacientes diabéticas se les administro terapia farmacoldgica
previa al estudio (Tabla 1y 2) y a 4 pacientes se les administro terapia farmacologica
para el control lipidico (Tabla 1). La HhAmedia de las pacientes diabéticas fue
9,1+0,5% (normal: <5,6%). Los niveles medios de triglicéridos se elevaron a 1405
mg/dL (rango: 322-7,420 mg/dl; rango normal: 35-155 mg/dl) [16 mmol/l, rango: 3,6-
8,7 mmol/l]. Los niveles de &cidos graso libres (FFA) aumentaron a aproximadamente 3
veces el limite superior de normalidad (1540+4®ol/l; normal: 350-550umol/l).

Seis de las siete pacientes NIH tenian higado graso al ultrasonido y tamafio aumentado
del higado al examen fisico. Tres de las pacientes fueron sometidas a biopsia hepatica, y
a dos de las tres se les diagnosticé esteatohepatitis no alcohdlica en base a criterios
histopatolégicos (Manton et als., 2000; Berasain et als., 2000; Luyckx, et als., 2000).
[0044] La concentracidon media de leptina en suero fue de 1,3+0,3 ng/ml basalmente

(Tabla 1) y aumento6 con la terapia a 2,3+0,5 ng/ml al final del primer mes, a 5,5+1,2



ES 2350924 T3

16

ng/ml al final del segundo mes, y a 11,1+2,5 ng/ml al finalizar el cuarto mes. Por
consiguiente, la administraciéon de leptina recombinante a las dosis usadas en este
estudio produjo unos niveles de leptina en suero aproximadamente normales en esas

pacientes.

Efecto de la leptina en la primera paciente: ejemplo de un caso (Fig. 1)

[0045] La primera paciente tratada en el estudio (NIH-1) es la de mas grave afectacion y
su evolucion es instructiva para demostrar el espectacular efecto de la sustitucion de la
leptina en esta poblacion, incluso cuando se han agotado todas las demas terapias
potenciales. Esta paciente nacié sana, pero presento pérdida de grasa entre los 10 y 12
afos de edad. Desarroll6 hipertrigliceridemia grave a los 13 afos y diabetes a los 14.
Fue presentada en el NIH Clinical Center a los 15 afios con unos niveles de
triglicéridos consistentemente >10.000 mg/dl (>113 nmol/l) y diabetes con.deA

9,5%. Tenia xantoma cutaneo eruptivo doloroso disperso por todo el cuerpo y
hepatomegalia masiva que se extendia a la cresta iliaca. Se afadidé terapia de
plasmaféresis semanal y Orlistat para aliviar la hipertrigliceridemia (Figura 1A) (Bolan

et als.). Otras caracteristicas clinicas a destacar fueron un apetito voraz (informé de que
consumia mas de 3200 kcal/dia) y un indice metabdlico en reposo muy elevado a 2010
kcal/dia, un 180% de lo esperado. A lo largo de un periodo de cuatro meses, la leptina
recombinante caus6 una mejoria progresiva marcada de la hipertrigliceridemia y la
hiperglicemia, que permitio la interrupcion de la plasmaféresis y las medicaciones para
la diabetes (Figura 1A). La mejoria de los parametros metabdlicos fue acompafnada de
la desaparicion del xantoma cutaneo. Ademas, su volumen hepatico se redujo un 40%

(de 4213 ml basales a 2644 ml a los 4 meses, se muestra en la Figura 1B).

Leptina mejoro el control metabdlico en todas las pacientes lipoatroficas diabéticas

[0046] Antes de la iniciacién de la terapia con leptina, las ocho pacientes diabéticas
presentaban un mal control metabdlico. Con cuatro meses de terapia de sustitucion de la
leptina, la HbA: descendié una media de 1,9 puntos porcentuales (95% IC, 1,1 a 2,7 %,

p=0,0012) (Fig. 2). Las respuestas individuales de las pacientes se presentan en la Tabla
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3. Cabe sefialar que el control glicémico mejor6 a pesar de reducir o interrumpir la

terapia antidiabetes basal (Tabla 2).

Tabla 2: Cambios en la terapia hipoglicémica durante el estudio

Paciente Terapia hipoglicémica Terapia hipoglicémica a Iqg
durante el periodo basal | 4 meses de terapia

NIH-1 Metformina (500 mg bid) Ninguna
Acarbosa (50 mg
tid)

NIH-2 Insulina (800 U/dia) Ninguna

NIH-3 Insulina (40 U/dia) Ninguna
Metformina (500 mg tid)

NIH-4 Insulina (1200 U/dia) Ninguna

NIH-5 Insulina (3000 U/dia) Ninguna

NIH-6 Metformina (500 mg tid) | Ninguna

NIH-7 Insulina (200 U/day) Insulina (60 U/dia)
Proglitazona (45 mg qd)

UTSW-1 Insulina (700 U/dia) (300 U/dia)
Insulina

Paciente Terapia hipoglicémica Terapia hipoglicémica a Iqg
durante el periodo basal | 4 meses de terapia

UTSW-2 Paciente npNinguna Ninguna

diabética

S

S

[0047] Los niveles de glucosa en plasma mostraron una mejoria significativa en la

prueba de tolerancia a la insulina al final de los 4 meses, en comparacién con los valores

basales (Fig. 3A). El valor K (tasa de desaparicion de la glucosa) aumenté de
0,0071+0,0012 a 0,0169+0,0039 indicando una mejoria de la sensibilidad corporal total
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a la insulina (p=0,035). Ademas, la tolerancia a la glucosa oral mejoré también
significativamente en comparacion con los valores basales. (Figura 3B).

[0048] Al final de cuatro meses de terapia con leptina recombinante; los niveles de
triglicéridos en ayunas descendieron un 60% (IC, 43 a 77%, p<0,001, Fig. 4). Durante
este mismo periodo, los acidos grasos libres en ayunas descendieron de 15401407
Pmol/l a 790£164 Pmol/l (p=0,045). En la Tabla 3 se presentan las respuestas
individuales.

Tabla 3: Parametros metabdlicos de las pacientes durante distintas fases de la terapia

Pacienteg HbA Triglicérido Acidos grasos librés
S 1c (%) S (pmol/1)
! (mg/dl)

Mess [0 |1 [2 [4 |0 1 2 4 0 1 2 4
NIH-1 [8,6 |7,6 [7,4 [7,0 [7420 [6440 [1632 1214 [3977 [3517 [2216 1701
NIH-2* [9,8 [8,3 [7,4 [10,0 [633 [523 [471 [405 [2922 (1452 [1372 [1244
NIH-3 [9,3 [7,8 [8,4 [7,9 [450 [579 [233 [281 [919 [368 [451 [454
NIH-4 [7,6 [6,7 6,1 |50 [322 [232 [160 [106 [1838[1388 [866 [446
NIH-5 [9,5 9,4 [6,5 [6,1 [913 [427 [143 [123 [1066 [1842 [723 [629
NIH-6 [9,2 [8,6 [7,2 [7,4 [|663 [355 [242 (303 [1672[1367 [1315 [428
NIH-7 [9,5 [8,4 [7,4 [6,6 [802 [366 [295 [215 [384 [315 [306 [345
uTsSw-1]9,5 [8,1 [7,5 [7,3 [995 [827 [383 [192 [560 [360 |[525 [560
UTSW- [5.4 [4.8 [5.0 [5.1 [447 [656 [276 [424 [520 (630 [1690 1310
25

1Niveles @ triglicéridos en plasma en ayunas, factor de conversién a mmol/l: 0,
normal 35-155 mg/dL

2Niveles de acidos grasos libres en ayunas, normal 135-550 pmol/I
3Mes de la terapia, O se refiere al periodo de evaluacion basal
4Esta paciente presentd imeplimiento entre los meses 3° y 4° de la terapia. Tra

meses de cumplimiento estricto, documentado por los viales de medicacion us:

parametros comunicados fueron respectivamente: 7,3%, 283 mg/dl and 799 pmal/l

5Paciente no diabética
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Cambios en el volumen hepatico y pruebas de funcién hepéatica

[0049] La media basal del volumen hepatico fue de 3097+391 ml (aproximadamente un
aumento de cuatro veces en comparacion con individuos de peso normal ajustados por
edad y sexo). La leptina redujo el volumen hepéatico una media de un 28% (IC, 20 a
36%) desde los valores basales. La reducciéon media del volumen hepéatico fue de 987
ml (IC, 546 a 1428 ml, p=0,0024). La mejoria en el tamafio hepatico fue asociada a la
mejoria en las pruebas de funcién hepatica. Las concentraciones basales de alanina
transaminasa descendieron de 6616 U/l a 24+4 U/l al final de los 4 meses (p=0,023).
Igualmente, las concentraciones séricas de transaminasa aspartica fueron de 53+12 U/l
basalmente y 21+2 U/l al final de los 4 meses (p=0,03).

Cambios en el equilibrio energético

[0050] La ingesta cal6rica diaria autocomunicada se redujo de forma importante desde

unos valores basales de 2680250 kcal/dia a 1600+£150 kcal/dia (p=0,005, n=7). Hubo

un descenso paralelo en el indice metabdlico en reposo medido de 1920+150 kcal/dia a
1580+80 kcal/dia (p=0,003, n=9).

[0051] Todos menos uno de los sujetos (NIH-3) presentaron pérdida de peso al final de

los 4 meses. La media de la pérdida de peso fue de 3,6+0,9 kg con un rango situado
entre -1,7 y 7,3 kg. Una importante fraccion de la pérdida de peso (50-65%) puede

atribuirse a la pérdida de peso del higado.

Tolerabilidad y acontecimientos adversos

[0052] No se comunicaron ni observaron reacciones cutaneas en los puntos de
inyeccion. No se observaron tendencias a acontecimientos adversos en parametros
bioguimicos o hematoldgicos rutinarios. La paciente NIH-1 tuvo un episodio intenso de
nauseas y vomitos tras la primera dosis. La paciente NIH-6 presenté agravamiento de la
hipertension asociado a sofocos tras la segunda dosis.

[0053] La paciente NIH-7 fue hospitalizada por infeccién por estreptococos durante el
tercer mes de la terapia. Ninguno de estos acontecimientos se repitid con la
continuacion de la terapia.

Discusioén
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[0054] En este estudio, la sustitucion de la leptina produjo unos claros y espectaculares
beneficios metabdlicos en un grupo de pacientes con lipodistrofia y deficiencia de
leptina. Durante el estudio, la sustitucion con leptina recombinante produjo una mejoria
de 1,9 puntos porcentuales en HhAo que se considera que reduce los riesgos
relativos de desarrollar retinopatia en ~22% en la poblacion diabética (UK PDS, 1998).
Ademas, los niveles de triglicéridos bajaron un 60%, lo que se considera que reduce el
riesgo relativo de acontecimientos cardiovasculares en la poblacion general en un 35-
65% (Kreisberg, 1998; Garg, 2000).

[0055] Estos resultados proporcionan una nueva vision sobre los mecanismos de accién
de la leptina. La sefial de la leptina parece regular la sensibilidad corporal total a la
insulina y los niveles de triglicéridos, ademas de su conocida funcion en el control de la
homeostasis energética. Este estudio constituye la primera evidencia de que la leptina
funciona como un agente sensibilizador a la insulina y ahorrador de insulina in vivo en
humanos.

[0056] Aunque no se utilizé un disefio de estudio aleatorizado, el peso de la evidencia
sugiere gue la mejoria en el control metabdlico fue causada por la leptina mas que por la
mejoria en el cumplimiento asociada a la participacion en un estudio. En primer lugar,
la magnitud y reproducibilidad de la mejoria en la kHbgon mas coherentes con el
efecto de un farmaco que con el de un placebo. A pesar de la heterogeneidad de las
pacientes incluidas en nuestro estudio, observamos una mejoria uniforme en el control
metabdlico en todas las pacientes diabéticas. Hubo evidencia de incumplimiento en la
paciente NIH-2, lo que explica el empeoramiento de su;klbhtre los meses 2 y 4,

que se corrigié con una terapia prolongada (Tabla 3). La retirada de farmacos en esta
paciente proporciona una clara evidencia de que el efecto sobre los niveles de HbA
mejorados es debido a la administracion de leptina.

Efecto de la leptina sobre la ingesta de alimentos

[0057] Estad reconocido que la limitacion de la ingesta caldrica en la diabetes
lipoatréfica mejora las anormalidades en la glucosa y los lipidos (Trygstad et als.,

1977). No obstante, los pacientes tienen dificultades en el cumplimiento de las
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limitaciones en las comidas debido a su apetito. La leptina redujo claramente la ingesta
de alimentos en esas pacientes. Se realizé un estudio limitado con la Paciente NIH-1
para determinar la contribucion del descenso en ingesta de alimentos sobre los
parametros metabdlicos. En el hospital fue sometida a 9 dias de retirada de leptina con
ingesta caldrica ajustada a los niveles previos a la retirada. A pesar de estar sometida a
una dieta constante, sus concentraciones en ayunas de insulina, triglicéridos y glucosa
aumentaron a las 48 horas. Estas observaciones indican que la leptina tiene efectos
sobre la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de los triglicéridos, con
independencia de sus efectos sobre la ingesta de alimentos. Se han comunicado datos
similares con experimentos de alimentacién pareada en ratones lipoatroficos, con o sin

administracion de leptina (Shimomura et als., 1999; Ebihara et als., 2001).

Correlacién con modelos en ratén

[0058] Los diversos modelos en raton de lipoatrofia sugerian que la ausencia de tejido
adiposo es la causa de la resistencia insulinica en este sindrome (Burant et als., 1997;
Moitra et als., 1998; Shimomura et als., 2000). La demostracion de que el trasplante de
tejido adiposo a ratones lipoatroficos mejora espectacularmente la resistencia insulinica
constituye una importante confirmacion de esta hipétesis (Gavrilova et als., 2000). No
obstante, seguia sin aclararse por qué se requeria tejido adiposo para mantener la
sensibilidad corporal total a la insulina. Las observaciones y los resultados comentados
anteriormente, junto con Shimomura et als. mas arriba, sugieren que la mayor parte de
la accion reguladora del tejido adiposo sobre la sensibilidad corporal total a la insulina
es mediada por la leptina.

[0059] Un posible mecanismo de cémo regula la leptina la sensibilidad insulinica y el
metabolismo lipidico puede basarse en el SREBP1c, un factor de transcripciéon que
estimula la lipogénesis. En el higado, el SREBP1c es regulado por incremento por la
hiperinsulinemia que se observa en la lipoatrofia. La deficiencia de leptina y la
hiperinsulinemia producen regulacién por descenso del sustrato del receptor de insulina,
IRS-2, obstaculizando la accion de la insulina e incrementando la produccion de glucosa
hepatica. El incremento de la lipogénesis y de la produccion de glucosa hepéatica dan

origen a un circulo vicioso. El incremento de los niveles de lipidos tisulares va asociado



ES 2350924 T3

22

al descenso de la sensibilidad corporal total a la insulina, y por tanto a mas produccién
de glucosa hepatica. Se ha demostrado que la sustitucion de la leptina corrige este
circulo vicioso. Aunque la tasa de la sintesis de triglicéridos no se ha estudiado en
humanos con lipoatrofia, los estudios calorimétricos indirectos proporcionan alguna
evidencia de que es posible que haya una desregulacién de la lipogénesis (Arioglu et
als., 2000). Otra observacion fue el descenso en el gasto energético en reposo en las
pacientes tratadas en este estudio. Esto puede ser debido al descenso en la ingesta de

alimentos que resulta en una reduccion de la termogénesis inducida por la dieta.

Leptina: una hormona antiesteatosis

[0060] Se ha informado de que la administracion de leptina en ratas Zucker conduce a la
correccion de la esteatosis en diversos Grganos que actian como puntos de acumulacién
de lipidos, tales como las células islotes hepéaticas o las células cardiacas (Unger, 1995;
Unger et als., 1999). La acumulacion de lipidos fuera de los adipocitos puede ser un
fendmeno de desbordamiento resultante del hecho de que los adipocitos hayan
alcanzado su maxima capacidad de almacenamiento de triglicéridos. En la lipodistrofia,
estos Organos son las Unicas localizaciones donde se puede almacenar lipidos. El
tratamiento con leptina en ratones con lipodistrofia produce un espectacular descenso en
las reservas hepaticas de triglicéridos. Paralelamente, en humanos con lipodistrofia la
terapia con leptina provoca una notable y altamente significativa reduccién de los

volimenes hepaticos.

Implantacion de la sustitucion de leptina

[0061] EI concepto de que el tejido adiposo es un 6rgano endocrino recibié una
importante confirmacion con el descubrimiento de la leptina. La leptina tiene efectos,
directos y/o indirectos, sobre los 6rganos clave del metabolismo, incluyendo el cerebro,
el higado, los musculos, la grasa y el pancreas. Desde luego, la leptina no es la Unica
sefal circulante de los adipocitos. Por ejemplo, otra hormona de los adipocitos es la
proteina relacionada con el complemento especifica de adipocitos (ACRP, Adipocyte

Complement Related Protein) 30/Adiponectina/AdipoQ que parece tener importancia
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en la induccion de la oxidacion de las grasas en el musculo y el higado (Yamauchi et
als., 2001; Fruebis et als., 2001; Berg et als., 2001). La falta de adipocitos tendria como
resultado una deficiencia en todas las sefiales derivadas de la grasa conocidas y aun no
descubiertas, contribuyendo asi a muchas de las anormalidades observadas en los
sindromes caracterizados por la ausencia de grasa. Este estudio es el primero realizado
en humanos sobre la eficacia metabdlica de sustituir una hormona derivada de la grasa
en una situacion de deficiencia de grasa. Parece ser que la deficiencia de leptina es un
factor que contribuye de forma importante (pero no el Unico) a las anormalidades
metabodlicas observadas asociadas a la lipoatrofia. Por tanto, este estudio pone de
manifiesto una importante razén para tomar en consideracion la terapia de sustitucion

de la leptina en humanos; es decir, la lipodistrofia grave.

EJEMPLO Il

[0062] Se presenta aqui la secuencia de aminoacidos de la metionil leptina
recombinante humana madura como SEQ ID NO.1, donde el primer aminoacido de la
proteina madura es la valina (en la posiciéon 1) y un residuo metionil se sitia en la
posicion -1 (Ilamado aqui leptina rHu 1-146, SEQ ID No. 1).

VPI QK VQDDTI KTTULTIIKTTI V
T RI NDTI1I S HT QS V S S KO QKUVTG
L DF 1 P GL HPTIULTILSI KMDTUG QTL
A VYQQI1I LTS SMPSI RNUVIQI SN
DL ENTLU RDTLTLUHVYVTZELATF K 8§ C'HL
P WA S GIL ETL DS L & G L E A S G
Y $TB VYV AL S RILQGSULOQDML W
.Q L DL S P G C .

[0063] Alternativamente se puede utilizar una variante natural de la leptina humana, que
tiene 145 aminoécidos, y, comparada con la leptina rHn 1-146 presenta una glutamina
ausente en la posicidén 28, que se presenta a continuacion (denominada aqui leptina rHu
1-145, SEQ ID NO. 2, el punto en blanco ("*") indica sin aminoéacido).
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VP?PI QKVQQDDTZE KTTLTIIKTTI V
TR I NDI § HT * 8 VS 8 KQKVTG
L D FI PGLHEPIIL-TLSZ XMDG QTL
AVYQQI LTS MPSRNV VI QI 8N
P WAS GL ETTULDSUL GGV B A S G
Y S TBEV YV AL SRLGQGSTLQDML W
Q L DL S P GC

[0064] Otros ejemplos de proteinas de la leptina, preparaciones, formulaciones
composicion farmacéutica, dosis y vias de administracion se han descrito prexiament
en las siguientes Solicitudes PCT, PCT International Publication N° WO 96/058D9; W
96/40912; WO 97/06816; WO 00/20872; WO 97/18833; WO 97/38014; WO 98/08512
y WO 98/28427.

[0065] Las proteinas de la leptina y moléculas relacionadas son mencionadas tambié
en las siguientes publicaciones; no obstante no se menciona nada respecto a la activida
de ninguna composicién comunicada

[0066] Patente EE UU N°. 5.521.283; 5.525.705; 5.532.336; 5.552.522; 5.552.523;
5.552.524; 5.554.727; 5.559.208;

5.563.243; 5.563.244; 5.563.245; 5.567.678; 5.567.803; 5.569.743; 5.569.744;
5.574.133; 5.580.954; 5.594.101,

5.594.104; 5.605.886; 5.614.379; 5.691.309; 5.719.266 (Eli Lilly and Company)

[0067] PCT W096/23513; W096/23514;W096/23515; W096/23516; W096/23517,
W096/23518; W096/23519;

WQ096/34111; WO 96 37517;W096/27385; WP 97/00886; EP 725078; EP 729979; E
744408; EP 745610; EP 835879 (Eli Lilly and Company)

[0068] PCT W096/22308 (Zymogenetics)

[0069] PCT W096/31526 (Amylin Pharmaceuticals, Inc.)

[0070] PCTWQO96/34885; WO 97/46585 (SmithKline Beecham, PLC)

[0071] PCT WO 96/35787 (Chinon Corporation)

[0072] PCT WO97/16550 (Bristol-Myers Squihb)

[0073]PCT WO 97/20933 (Schering Corporation)
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[0074] EP 736599 (Takeda);

[0075]EP 741187 (F. Hoffman La Roche).

[0076] En la medida en que en esas referencias se consideran proteinas de la leptina
Gtiles, o composiciones 0 métodos asociados, tales composiciones y/o métodos pueden
ser usados conjuntamente con los presentes métodos.

EJEMPLO IV

[0077] Se puede utilizar un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
estandar para determinar los niveles de leptina en el suero de pacientes lipoatroéficos,
segun una version de la presente invencion. EI método ELISA puede emplear un
anticuerpo monoclonal anti rmetHu-leptina de rata para capturar la leptina del suero.
También puede emplearse anticuerpo policlonal anti rmetHu-leptina de conejo
purificado por afinidad conjugado con peroxidasa de rabano para detectar la leptina
capturada. El limite de deteccién del mencionado ensayo utilizando estos anticuerpos
puede estar en el rango de 0,5-0,8 ng/ml. Aunque se han podido utilizar ciertos
anticuerpos, los preferidos son los que reaccionan especificamente con leptina humana
nativa, y son sensibles para detectar cantidades de leptina iguales o inferiores a 5 ng/ml
de suero.

[0078] De preferencia, el tiempo para determinar los niveles de leptina basales en un
paciente es después de un ayuno de 8-12 horas, como puede ser durante las primeras
horas de la mafana. Los niveles de leptina basales pueden asi no ser confundidos con un
aumento de los niveles, como puede ser tras una comida, o debido al aumento de la
leptina durante el ciclo del suefio observado en la mayoria de los individuos (ej.,
aumento de los niveles de leptina a 3:00 a.m. ). Tales niveles basales pueden ser
utilizados, como la observacion de la elevacion nocturna de los niveles de leptina, pero
esos niveles deben ser comparados con niveles similares en pacientes en una situacion
similar.

[0079] En base a los anteriores datos, puede aplicarse un método de determinacién de la
predisposicion de los pacientes lipoatroficos al tratamiento con leptina, determinando el
nivel de leptina correspondiente a la concentracién de leptina sérica y comprobar que la
concentraciéon de leptina sérica es de aproximadamente 4 ng/ml o menos.
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<220>
<223>Leptina Recombinante Humana 146 (rHu-Leptina 1-146)
<400>1

Val Pro Ile Gln Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr

Ile Val Thr Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val Ser Ser
20 25 30

Lys Gln Lys Val Thr Gly Leu Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro Ile
35 40 45

Leu Thr Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala Val Tyr Gln Gln Ile
50 55 60

Leu Thr Ser Met Pro Ser Arg Asn Val Ile Gln Ile Ser Asn Asp Leu
65 70 75 80

Glu Asn Leu Arg Asp Leu Leu His Val Leu Ala Phe Ser Lys Ser Cys
85 90 95

His Leu Pro Trp Ala Ser .Gly Leu Glu Thr Leu Asp Ser Leu Gly Gly
100 105 110

val Leu Glu Ala Ser Gly Tyr Ser Thr Glu Val Val Ala Leu Ser Arg
115 120 125

Leu Gln Gly Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Gln Leu Asp Leu Ser Pro
130 135 140

Gly Cys
145

<210>2
<211>145
<212>PRT

<213>Secuencia Artificial

<220>
<223>Leptina Recombinante Humana 145 (rHu-Leptina 1-145)
<400>2



Val
Ile
Gln
Thr
Thr
65

Asn
Leu
Leu

Gln

Cys
145

Pro

Val

Lys

Leu

50

Ser

Leu

Pro

Glu

Gly
130

Ile

Thr

Val

35

Ser

Met

Arg

Trp

Ala

115

Ser

Gln
Arg
20

Thr
Lys
Pro
Asp
Ala
100

Ser

Leu

Lys

Ile

Gly.

Met

Sexr

Leu

85

Ser

Gly

Gln
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Asn

Leu

Asp

Arg
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Leu

Gly

Tyr

Asp

Gln

Asp

Asp

Gln

55

Asn

His

Leu

Ser

Met
135

32

Asp

Ile

Phe

40

Thr

Val

vVal
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Ser

25

Ile

Leu

Ile

Leu

Thr
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Glu

Trp

Thr

10

His

Pro

Ala

Gln

Ala

90
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val

Gln
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Thr Ser
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Val Tyr

60

Ile Ser
75

Phe Ser
Asp Ser

Val Ala

Leu Asp
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Leu Ile

val Ser
30

His Pro
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Gln Gln
Asn Asb
Lys Ser
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Leu Ser
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Leu Ser
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Pro
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Lys
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Reivindicaciones

1. Un método para determinar la predisposicion de un paciente lipoatréfico para
responder al tratamiento con una proteina de leptina, y el método comprende:

(a) determinacion del nivel de leptina en el paciente previo a dicho tratamiento;

(b) determinar si el nivel de leptina es inferior o igual a aproximadamente 4 ng/ml; y

(c) asignar una predisposicion a dicho paciente para responder a una terapia de
sustitucién comprendiendo el mencionado tratamiento con la mencionada proteina de

leptina.

2. El método de la reivindicacién 1, donde el mencionado paciente es un hombre y el
mencionado nivel de leptina es inferior o igual a aproximadamente 2 ng/ml antes del

tratamiento.

3. El método de la reivindicacion 1, donde el mencionado paciente es una muijer.

4. Un método para determinar la predisposicion de un paciente lipoatrofico para
responder al tratamiento con una proteina de leptina segun cualquiera de las

reivindicaciones 1, 2 o 3, y el método comprende:

(a) determinar un nivel de leptina en el paciente antes del mencionado tratamiento;

(b) comprobar si el nivel de leptina de (i) un paciente masculino es inferior o igual a
aproximadamente 2 ng/ml, o

(i) una paciente femenina es inferior o igual a aproximadamente 4 ng/ml; y

(c) determinar la predisposicion de dicho paciente para responder a una terapia de

sustituciéon comprendiendo el mencionado tratamiento con leptina.

5. Un método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el mencionado nivel de

leptina se determina mediante un inmunoensayo de anticuerpos
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6. Un régimen farmacéutico para el tratamiento de un paciente lipoatrofico
determinando la predisposicion de un paciente lipoatrofico para responder al
tratamiento con una proteina de leptina mediante un método segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, y posteriormente tratando al mencionado paciente con dicho
régimen, comprendiendo este régimen una composicion farmacéutica que incluye la

mencionada proteina de leptina.

7. Un régimen farmacéutico para el tratamiento de la lipoatrofia, comprendiendo una

combinacion de un inhibidor de la proteasmgproteina de leptina.

8. Un régimen farmacéutico para el tratamiento de la lipoatrofia, comprendiendo una
combinacion deinaproteina de leptina y por lo menos un compuesto seleccionado del

grupo que forman tiazolidinedionas, fibratos, estatinas y metformina.

9. Un régimen farmaceéutico para el tratamiento de un paciente humano con
anormalidades metabolicas asociadas a la lipoatrofia, comprendiendo dicho régimen

una composicion farmacéutica que incluyaproteina de leptina.

10.Un régimen farmacéutico para el tratamiento de un paciente humano con lipoatrofia,
donde dicha lipoatrofia es una forma adquirida de la enfermedad, comprendiendo el

régimen mencionado una composicion farmacéutica que incluye una proteina de leptina.

11. El régimen farmacéutico de la reivindicacion 10, donde el mencionado paciente

humano es un paciente VIH positivo.

12. El régimen farmacéutico de la reivindicacion 11, donde la forma adquirida de
lipoatrofia esta relacionada con tratar al paciente VIH positivo con terapia antiviral de
alta actividad (HAART).

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde la mencionada proteina

de leptina es seleccionada entre el grupo consistente en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.
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14.El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-12, donde la mencionada proteina

de leptina es seleccionada entre el grupo consistente en SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO:2.
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FIGURA 3B
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citada por el candidato es Unicamente conveniente para el
lector. No forma parte del documento de patente europeo. Aunque se ha tenido mucho
cuidado a la hora de reunir las referencias, no se pueden excluir errores u omisiones y la

OEP se exime de cualquier responsabilidad al respecto.
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