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ES 2418954 T3

DESCRIPCION

Uso de la leptina para el tratamiento de la lipoatrofia humana y método para determinar la predisposicion a dicho
tratamiento

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo del uso terapéutico de la leptina, analogos de la leptina y derivados de la
leptina en un método de tratamiento de la lipoatrofia humana.

Antecedentes de la invencion
Se pueden hallar citas completas de las referencias al final de la descripcion detallada.

Los sindromes de lipoatrofia (también conocida como lipodistrofia) son un grupo heterogéneo de sindromes que se
caracteriza por una escasez de tejido adiposo o graso. Esta condicion también puede tener asociadas anomalias
metabdlicas. Estas anomalias metabdlicas incluyen la hipertrigliceridemia y la resistencia grave a la insulina
habitualmente acompafiada por diabetes mellitus (Reitmann et al., 2000). En los seres humanos, la lipoatrofia puede
ser heredada genéticamente o adquirida. Existe mas de una forma genética de lipoatrofia. Por ejemplo, se ha
demostrado que las mutaciones en el gen que codifica la lamina A/C (LMNA) estan asociadas con la lipodistrofia
parcial familiar tipo Dunnigan (FPLD) (Cao et al., 2000). Los individuos con FPLD de Dunnigan nacen con una
distribucion normal de la grasa, pero en la pubertad desarrollan una pérdida progresiva de grasa subcutanea en
tronco y extremidades, con preservacion del tejido adiposo visceral, de cabeza y cuello. Una localizacion
cromosomica diferente (9934) también ha sido asociada con un gen patolégico para la lipodistrofia congénita
generalizada (Garg et al., 1999). La lipodistrofia congénita generalizada es un trastorno recesivo que se caracteriza
por una ausencia practicamente total de tejido adiposo desde el nacimiento, resistencia a la insulina,
hipertrigliceridemia y acantosis nigricans.

En los seres humanos, algunas formas de lipoatrofia son adquiridas. Por ejemplo, muchos pacientes infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y tratados con una terapia antirretroviral de alta actividad (HAART)
desarrollan una lipodistrofia parcial, caracterizada por la pérdida de grasa subcutanea del rostro, extremidades y
tronco, con un aumento de la grasa visceral y una «joroba de bufalo» similar a la observada en el sindrome de
Cushing. Estos pacientes pueden desarrollar también trastornos metabdlicos, tales como resistencia a la insulina e
hipertrigliceridemia. Las formas adquiridas de lipoatrofia también pueden estar relacionadas con la dermamiositis
juvenil y otras enfermedades autoinmunes.

Las investigaciones en modelos animales han demostrado que estas anomalias metabdlicas pueden estar
asociadas con una pérdida de grasa (Gavrilova et al., 2000). No obstante, la resistencia a la insulina y la
hipertrigliceridemia que caracterizan a la lipoatrofia han sido extremadamente refractarias al tratamiento, ain cuando
se han probado diversos métodos (Garg, 2000). Uno de estos métodos incluye el tratamiento con tiazolidinedionas,
que son agonistas PPARYy (receptor y activado por proliferador de peroxisomas). Aunque las tiazolidinedionas son
atractivas porque promueven tanto la diferenciacion de adipocitos como la sensibilidad a la insulina, los pacientes
que reciben tiazolidinedionas son tratados habitualmente con terapia de combinacién, incluyendo una alta dosis de
insulina, agentes hipoglicémicos orales (por ejemplo, metformina y tiazolidinedionas) y farmacos hipolipemiantes
(por ejemplo, fibratos y estatinas).

A pesar de estas terapias, los pacientes con lipoatrofia generalizada continian manifestando una hipertrigliceridemia
severa (lo que provoca episodios recurrentes de pancreatitis aguda), hiperglicemia severa (que implica el riesgo de
nefropatia y retinopatia diabética) y esteatohepatitis no alcohdlica (que puede provocar cirrosis) (Aroiglu et al., 2000).
De hecho, un miembro de las tiazolidinedionas, la troglitazona, fue retirada del mercado estadounidense debido a su
hepatotoxicidad, rara pero grave, dejando dos tiazolidinedionas (rosiglitazona y pioglitazona) disponibles (Reitmann,
et al.). Por tanto, existe la necesidad de un tratamiento alternativo para la lipoatrofia.

Se han desarrollado y testado diversos modelos animales de lipoatrofia modificados genéticamente. No obstante,
estos modelos proporcionan resultados contradictorios en cuanto a la sensibilidad de estos animales al tratamiento
con la leptina. Por ejemplo, en un modelo de raton transgénico, que expresa una version nuclear truncada de
SREBP-1c e imita las caracteristicas de la lipodistrofia congénita generalizada con resistencia a la insulina y tejido
adiposo notablemente reducido, la infusion sistémica continua de leptina superd la resistencia del ratén a la insulina
(Shimomura et al., 1999). Por ofra parte, un ratén transgénico diferente, que expresa el gen A-ZIP/F-1 y que se
caracteriza por la ausencia de tejido graso, resistencia severa a la insulina, diabetes y univeles de leptina en suero
notablemente reducidos, no respondi6 a la leptina a dosis similares y unas dosis superiores resultaron minimamente
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efectivas (Gavrilova et al., 2000). Cualquier eficacia con la leptina también disminuia con la edad del animal (Id.),
Asimismo, a pesar de que la resistencia a la insulina fue superada con la leptina en el ratén transgénico SREBP-1c,
no se observo una regresion de la lipoatrofia (Shimomura et al.).

El uso actual de la leptina en la terapia de seres humanos se ha centrado principalmente en reducir la obesidad y su
disfuncion metabolica asociada (Heymsfield et al., 1999). Los pacientes con ausencia de leptina debido a
mutaciones en el gen de la leptina padecen obesidad mérbida desde la infancia y presentan diversas anomalias
hormonales, incluyendo resistencia a la insulina e hipogonadismo hipogonadotrépico (Montague et al., 1997). La
sustitucion fisiolégica, con leptina recombinante durante un afio, en uno de estos pacientes provoco una significativa
reduccion de peso y una mejora de las anomalias hormonales (Farooqi et al., 1999; Solicitud PCT n° WO 00/20872).
Estos estudios previos no han abordado el uso de la leptina en el contexto de la lipoatrofia humana.

Resumen de la invencion

De acuerdo con las reivindicaciones, la presente invencién prevé el uso de la leptina en un método de tratamiento
para seres humanos con lipoatrofia y sus anomalias metabdlicas asociadas. La divulgacion proporciona un método
para determinar una predisposicién al tratamiento con leptina. En una realizacion, la leptina humana se emplea en
una terapia de sustitucion hormonal en pacientes lipoatréficos que presentan una concentracion de leptina en suero
reducida. De acuerdo con la divulgacion, se emplea leptina humana recombinante, o analogos o derivados de la
leptina. Las proteinas leptinas se pueden administrar por via subcutanea o sistémica, o a través de cualquier otra
via, incluyendo métodos de terapia genética.

Al evaluar la predisposicion del paciente lipoatrofico al tratamiento con leptina, se puede determinar la concentracion
en suero de leptina. Preferiblemente los pacientes con una concentracion de leptina en suero inferior a 4 ng/ml, mas
preferiblemente inferior a 2 ng/ml y aun mas preferiblemente inferior a 0,5 ng/ml se someten a un tratamiento con
leptina. De acuerdo con la divulgacion, el tratamiento con leptina se administra a pacientes de sexo femenino con
una concentracion de leptina en suero inferior a 4 ng/ml y a pacientes de sexo masculino con una concentracion de
leptina en suero inferior a 3 ng/ml. Mas preferiblemente la leptina se administra a pacientes de sexo masculino con
una concentracion de leptina en suero inferior a 2 ng/ml.

Breve descripcion de las ilustraciones

La Figura 1A muestra la evolucion clinica de un paciente NIH-1 con cuatro meses de terapia con leptina. Los datos
histéricos previos a la terapia con leptina (comenzada el Dia 0) se presentan para demostrar la severidad de los
resultados metabdlicos. Se muestran importantes hitos de la terapia y de la mejora de los parametros metabdlicos.
La Figura 1B ilustra imagenes de resonancia magnética axial ponderada en T1 de un paciente NIH-1 a nivel de L4
en la linea basal y a los cuatro meses de terapia con leptina. Cabe sefalar la reduccion del tamafio del higado y los
consiguientes cambios de posicion de los rifiones y las estructuras de la linea media.

La Figura 2 muestra que la leptina reduce la HbA+. en los pacientes diabéticos (n=8). Los datos se presentan como
variaciones medias y las barras de error indican un intervalo de confianza del 95%. También se presenta el valor en
la linea basal y a los cuatro meses + SEM (error estandar de la media). *p<0,001.

La Figura 3 muestra que la leptina mejora la curva de glucosa tanto durante la tolerancia a la insulina como durante
la tolerancia a la glucosa oral (n=9). Grupo A: Glucosa en plasma en respuesta a 0,2 U.kg de insulina intravenosa
antes (circulos cerrados y linea continua) y cuatro meses después (circulos abiertos y linea de puntos) de la terapia
con la leptina. Las barras de error indican un SEM *p<0,02. Grupo B: Glucosa en plasma en respuesta a 75 g de
glucosa oral antes (circulos cerrados y linea continua) y cuatro meses después (circulos abiertos y linea de puntos)
de la terapia con la leptina. Las barras de error indican un SEM. *p<0,01.

La Figura 4 muestra que la leptina reduce los triglicéridos. Los datos se presentan como la variacion media desde la
linea basal y las barras de error representan un intervalo de confianza del 95%. También se muestran los valores
medios en la linea basal y a los cuatro meses con los rangos observados. Cabe sefialar que los datos son
asimétricos y no siguen una distribucién normal. *p<0,001.

Descripcion detallada de las realizaciones preferibles

La hormona leptina del adipocito desempefia una funcién central en la homeostasis de la energia. Fue descubierta
por primera vez en el ratdbn obeso como el factor sérico ausente que reducia la ingesta de alimentos y el peso
corporal tras su sustitucion (Zhang et al., 1994; Pelleymounter et al., 1995). Debido a estas observaciones iniciales,
gran parte de los intentos terapéuticos anteriores relacionados con el uso de esta hormona han estado dirigidos al
tratamiento de la obesidad. En la mayoria de los seres humanos con obesidad, las concentraciones de leptina en
suero son elevadas y se piensa que existe un estado de resistencia a la leptina (Mantzoros et al. 2000). Hasta ahora,
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el efecto de la leptina humana recombinante para la pérdida de peso en individuos obesos ha sido limitado, salvo en
el estado de deficiencia de leptina congénita (Heymsfield et al, 1999; Farooqgi et al, 1999).

La presente invencion prevé el uso de la leptina en el tratamiento de la lipoatrofia y sus anomalias metabdlicas
asociadas en seres humanos, como la hiperglicemia, dislipidemia, hiperlipidemia, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, aterosclerosis, restenosis vascular y resistencia a la insulina. Los resultados de los estudios
realizados en pacientes con el VIH han demostrado que la reduccién de las concentraciones de leptina en suero
esta estrechamente relacionada con la aparicién de la lipoatrofia adquirida. Por otra parte, la sustitucion de leptina
en pacientes lipoatréficos mejora notablemente el metabolismo de la glucosa y los triglicéridos, incluso después de
que todas las demas terapias potenciales se hayan agotado. En todos estos casos de terapia de sustitucion de la
leptina, la concentracion de leptina en suero de la linea basal era inferior a 4 ng/ml.

En un caso grave de lipoatrofia adquirida, el paciente (con una concentracién de leptina en suero inferior a 0,5 ng/ml)
sufria hipertrigliceridemia severa, diabetes, xantomas cutaneos eruptivos dolorosos y hepatomegalia masiva. El
tratamiento con leptina durante cuatro meses mejoré de forma notable la hipertrigliceridemia y la hiperglicemia del
paciente, lo que permitié interrumpir la plasmaféresis y otras medicaciones para la diabetes. Las mejoras también
estuvieron acompafadas por la desaparicion de los xantomas cutaneos y el volumen del higado del paciente se
redujo en un 40%. Por tanto, estos datos demuestran que la terapia de sustitucion de leptina se puede utilizar de
forma efectiva para tratar la lipoatrofia adquirida o congénita y sus anomalias metabdlicas asociadas en seres
humanos.

Por otra parte, basandose en estos datos, se puede extrapolar que los pacientes con una concentracion de leptina
en suero inferior a 4 ng/ml puede ser el grupo de pacientes preferible para la terapia de sustitucion con leptina. Los
niveles de leptina se pueden medir utilizando un fluido corporal, preferiblemente sangre o alguna porciéon de la
misma. Aqui se utilizaron sueros de individuos. Otros fluidos corporales también pueden contener leptina medible,
como la sangre completa, el liquido cerebroespinal, el plasma y posiblemente la orina. Las mediciones presentes de
4 ng de leptina/ml de suero pueden estar correlacionadas con los correspondientes niveles en otros fluidos
corporales. Por ejemplo, si se emplea sangre completa, la concentracion de leptina se diluira para tener en cuenta el
efecto diluyente de utilizar sangre no fraccionada.

De acuerdo con la presente divulgacion, una persona cualificada en el campo podra averiguar las dosis efectivas
administrando leptina, un analogo o derivado de la leptina, y observando el efecto terapéutico deseado. El objetivo
de la terapia de sustitucion consiste en conseguir unas concentraciones casi fisioldgicas de leptina en plasma. Se
calcula que la dosis de sustitucion fisioldgica de la leptina es de unos 0,02 mg por kilogramo de peso corporal y dia
en los hombres de todas las edades, unos 0,03 mg por kilogramo y dia en las mujeres menores de 18 afios y unos
0,04 mg por kilogramo y dia en las mujeres adultas. Cuando se intentan conseguir unas concentraciones casi
fisiolégicas de leptina, se puede, por ejemplo, tratar a un paciente con un 50% de la dosis de sustitucion estimada en
el primer mes de tratamiento, un 100% de la dosis de sustitucion durante el segundo mes de tratamiento, un 200%
de la dosis de sustitucion durante el tercer mes de tratamiento, etc. Durante el transcurso de la terapia de sustitucion
de leptina, se pueden medir determinados marcadores bioquimicos para controlar el efecto terapéutico del
tratamiento con leptina. Los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA+.) y de triglicéridos (en ayunas) se encuentran
entre los marcadores preferibles para medir el efecto terapéutico al objeto de controlar la eficacia del tratamiento con
leptina.

Alternativamente, los niveles de leptina en suero se pueden medir empleando inmunoensayos disponibles en el
mercado, como se divulga en los Ejemplos mas adelante. En general, un ensayo de diagndstico para medir la
cantidad de leptina en sangre (o plasma o suero) puede emplearse primero para determinar los niveles endégenos
de proteina. Estas herramientas de diagndstico pueden ser en forma de un ensayo de anticuerpos, como un ensayo
tipo sandwich de anticuerpos. La cantidad de leptina enddgena se cuantifica inicialmente y se determina la linea
basal. Las dosis terapéuticas se determinan como la cuantificacion de proteina leptina endégena y exdgena (es
decir, leptina, analogo de leptina o derivado de leptina, que se encuentra en el organismo, tanto autoproducidos
como administrados). Durante el transcurso de la terapia se siguen controlando los niveles de leptina del paciente.

[La presente divulgacion también proporciona métodos para utilizar composiciones farmacéuticas de leptina,
analogos de leptina o derivados de leptina. Estas composiciones farmacéuticas pueden ser para administracion por
inyeccion, transdérmica o para otras formas de administracion. Entre los métodos preferibles para la administracion
de proteina leptina se incluyen la via subcutanea, sistémica y la terapia genética.

En general, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion comprenden cantidades efectivas de
leptina, analogos de leptina o derivados de leptina, junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes,
emulsionantes, adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables. Tales composiciones incluyen diluyentes
de diverso contenido de solucion tampén (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y potencia iénica; aditivos
como detergentes y agentes solubilizantes (por ejemplo, Tween 80, Polisorbato 80), antioxidantes (por ejemplo,
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acido ascorbico, metabisulfito sédico), conservantes (por ejemplo, tiomersal, alcohol bencilico) y sustancias de
relleno (por ejemplo, lactosa, manitol); incorporacion del material en preparaciones de particulas de compuestos
poliméricos como el acido polilactico, el acido poliglicélico, etc. o en liposomas. También se puede emplear el acido
hialurénico y esto puede tener el efecto de favorecer la duracion sostenida en la circulacion. Estas composiciones
pueden influir en el estado fisico, la estabilidad, la velocidad de liberacion in vivo y el indice de eIiminaci?n in vivo de
las proteinas y derivados presentes. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18 Ed. (1990,
Mack Publishing Co., Easton, PA 18042) paginas 1435-1712, que se incorporan al presente como referencia. Las
composiciones se pueden preparar en forma liquida o pueden ser en polvo seco, como la forma liofilizada. También
se contemplan formulaciones de liberacion sostenida implantables, como las formulaciones transdérmicas.

Para facilitar la disoluciéon del agente terapéutico en el entorno acuoso, se puede afiadir un tensioactivo como un
agente humectante. Los tensioactivos pueden incluir detergentes aniénicos como el lauril sulfato de sodio, el dioctil
sulfosuccinato de sodio y el dioctil sulfonato de sodio. Se pueden utilizar detergentes cationicos, entre los que se
podrian incluir el cloruro de benzalconio o el cloruro de bencetonio. La lista de potenciales detergentes no ionicos
que podrian incluirse en la formulacién como tensioactivos se compone de lauromacrogol 400, polioxil 40 estearato,
polioxietileno de aceite de ricino hidrogenado 10, 50 y 60, glicerol monoestearata, polisorbato 40, 60, 65 y 80, éster
de acido graso de sacarosa, metil celulosa y carboximetil celulosa. Estos tensioactivos pueden encontrarse
presentes en la formulacion de la proteina o el derivado, solos o0 como una mezcla en diferentes proporciones.

Algunos aditivos que mejoran potencialmente la absorcion de la proteina leptina, su analogo o derivado, son, por
ejemplo, los acidos grasos oleico, linoleico y linolénico.

Puede ser deseable una formulacion de liberacion controlada. La proteina leptina, su analogo o derivado, se podria
incorporar a una matriz inerte que permite la liberacion por difusion o por mecanismos de lixiviacion, por ejemplo
gomas. También se pueden incorporar matrices de degeneracion lenta a la formulacion, como alginatos y
polisacaridos. Otra forma de liberaciéon controlada de esta terapia es un método basado en el sistema terapéutico
Oros (Alza Corp.), es decir que la proteina leptina, su analogo o derivado, se recubre de una membrana
semipermeable, que permite entrar el agua y empujar la proteina hacia fuera a través de una unica abertura
pequefia, debido a los efectos osmoticos. Algunos revestimientos entéricos también tienen un efecto de liberacion
retardada.

Asimismo, la presente divulgacion contempla kits mejorados para determinar la predisposicion de un paciente
humano con lipoatrofia a responder al tratamiento con leptina, con un analogo o derivado de la misma. En un
aspecto de la divulgacién, un kit mejorado puede proporcionar medios para determinar si el nivel de leptina del
paciente anterior al mencionado tratamiento con leptina es inferior o igual a aproximadamente 4 ng/ml. En un
aspecto relacionado de la divulgacion, un kit mejorado puede tener en cuenta el sexo de un paciente a la hora de
determinar su nivel de leptina anterior al mencionado tratamiento con leptina. En ese caso, el kit puede proporcionar
medios para determinar si el nivel de leptina del paciente anterior al mencionado tratamiento con leptina es inferior o
igual a aproximadamente 2 ng/ml, en el caso de que el paciente sea un hombre, o inferior o igual a
aproximadamente 4 ng/ml, en el caso de que el paciente sea una mujer. Preferiblemente el kit contiene instrucciones
de uso. El kit también puede contener reactivos, tubos, envases y/u otros componentes de la reaccion.

Basandose en la descripcién, una persona cualificada en el campo puede introducir modificaciones y variaciones en
las realizaciones preferibles, sin desviarse del ambito de aplicacion de la invencion.

EJEMPLO |

El siguiente ejemplo muestra que la evoluciéon del sindrome de lipoatrofia asociada a VIH (HIV-LS) puede verse
influida por un descenso de la leptina en suero, que contribuye a la acumulacion, pérdida o redistribucion de grasa
corporal.

En particular, se realizd un estudio con el objeto de determinar si el fenotipo de la lipoatrofia en el HIV-LS esta
asociado con variaciones en la leptina sérica tras el comienzo de una terapia antirretroviral de alta actividad
(HAART). Este estudio incluia a ciento cuarenta y seis (146) hombres VIH positivos cuyas concentraciones de
leptina sérica se compararon antes y después de la HAART. A través de un examen fisico, los hombres fueron
explorados y clasificados en los dos principales fenotipos: lipoatrofia sola y lipoatrofia con aumento de grasa central
(HIV-LS «mixto»).

De los 146 hombres, se descubri6 que cuarenta y dos (42/146) presentaban una lipoatrofia o lipohipertrofia
moderada o severa en mas de una superficie corporal después de la HAART. Veintisiete de los 146 (27/146) tenian
lipoatrofia solamente y quince (15/146) tenian variaciones «mixtas» tras la HAART. Treinta y nueve de los 146
(39/146) no presentaron cambios en la estructura corporal y estos pacientes sirvieron como controles. Por lo
general, los hombres con HIV-LS eran mayores y habian empleado durante mas tiempo inhibidores de la proteasa.
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También tenian unos recuentos inferiores de CD4 en la linea basal y habian perdido una media de 4 kg de peso
corporal desde ese momento.

Antes de la HAART, los niveles de leptina medios en la linea basal tanto para el grupo de la lipoatrofia como para el
«mixto» eran de 3,6 ng/mly el nivel de leptina medio para el control era de 4,1 ng/ml. En aquellos que desarrollaron
lipoatrofia solamente tras la HAART, la concentracion de leptina en suero se redujo notablemente, de 3,6 a 2,8 ng/ml
(Wilcoxon p = 0,006). Por otra parte, los niveles de leptina en suero se mantuvieron estables tanto en el grupo de
HIV-LS «mixto» (4,0 ng/ml) [p=NS] como en los 39 controles VIH positivos que no desarrollaron HIV-LS (3,7 ng/ml)
[P=NS].

Estos datos sugieren que un nivel de leptina reducido tras la terapia antirretroviral de alta actividad en pacientes VIH
positivos puede contribuir al desarrollo de un sindrome de lipoatrofia.

EJEMPLO Il

Para determinar la eficacia del uso de la leptina en el tratamiento de la lipoatrofia en seres humanos, también se
practicé una terapia de sustitucion de leptina en nueve pacientes de sexo femenino a las que se les habian
diagnosticado diversas formas de lipoatrofia. Las pacientes de este estudio fueron referidas por multiples médicos de
los Estados Unidos y Europa. Para poder participar, las pacientes tenian que presentar unos bajos niveles (definidos
como una concentracion de leptina en suero inferior a 3,0 ng/ml en los hombres y 4,0 ng/ml en las mujeres)
asociados con la lipodistrofia y al menos una de las anomalias metabdlicas siguientes: (1) presencia de diabetes
mellitus segun los criterios de la American Diabetes Association (véase Peters et al., 1998); (2) concentraciones
séricas de triglicéridos en ayunas superiores a 200 mg/dL; y/o (3) concentraciones séricas de insulina en ayunas
superiores a 30pU/ml. El diagnéstico de la lipodistrofia se basoé en criterios clinicos bien conocidos por las personas
cualificadas en el campo.

La Tabla 1 resumen las caracteristicas clinicas de la linea basal de las pacientes tratadas en el estudio.

TABLA 1: Caracteristicas de las pacientes

Paciente Edad/sexo/tipo |Terapia Insulina en| Leptina® RMR’® Total
hipolipemiante ayunas' (ng/mL) (kcal/dia) grasa®
(iU/mL) (%)
NIH-1 17/F Fenofibrato 31,2 <0,5 2010 7
Adquirida Atorvastatina
Generalizada Orlistat,
Plasmaféresis
Semanal
NIH-2 17/F Ninguna 334 1,0 2030 17
Congénita
Generalizada
NIH-3 27/F Ninguna 19 0,7 1570 18
Adquirida
Generalizada
NIH-4 17/F Ninguna 211 1,1 2480 17
Congénita
Generalizada
NIH-5 15/F Ninguna 115 08 2670 15
Congénita
Generalizada
NIH-6 37/F Ninguna 25 0,6 1370 15
Congénita
Generalizada
NIH-7 42/F Familiar| Gemfibrozilo 40,3 3,6 1980 26
Parcial
UTSW-1 31/F Fenofibrato 61,5 0,7 1702 8
Congénita
Generalizada
UTs w-2° 33/F Gemfibrozilo 123 2,4 1497 14
Adquirida
Generalizada
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'Insulina en ayunas, factor de conversion a pmol/L: 7,15X (cabe sefialar que algunas pacientes siguen una terapia de
insulina exégena)

“Factor de conversién a nmol/mL: 0/08X

% indice metabolico en reposo

* Obtenida mediante mediciones utilizando absorciometria de rayos X de doble energia, donde las mediciones son un
7-8% superiores que con la técnica de peso bajo el agua.

® Paciente no diabética.

Los nueve pacientes participantes en el estudio eran mujeres. A pesar de que el estudio estaba abierto a ambos
sexos, las mujeres tienden a ser reconocidas antes y con mayor frecuencia. Cinco de las nueve pacientes tenian
lipodistrofia congénita generalizada o el sindrome de Seip-Beradinelli. Este diagnostico se establecié por la
evidencia de pérdida de grasa generalizada desde el nacimiento, en asociacion con otros criterios clinicos (Online
Mendelian Inheritance in Man, OMIM #269700; Garg et al., 1992). Tres pacientes parecian haber adquirido
lipodistrofia generalizada con un historial de evidente pérdida de grasa en la nifiez. Una de estas pacientes (UTSW-
2) desarroll6 lipodistrofia generalizada con dermatomiositis juvenil. Otras paciente (NIH-7) presentaba lipodistrofia
parcial familiar tipo Dunnigan (OMIM # 151660; Gaig, 1999; y Cao et al., 2000).

Diseio del estudio

El estudio se diseiid como un estudio prospectivo abierto en el Diabetes Branch of 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) proporciond metionil-leptina humana recombinante (leptina
recombinante) para el ensayo. La respuesta de cada paciente se compard con su estado en la linea basal. Dado el
caracter excepcional de los sindromes de lipoatrofia y la variabilidad de las caracteristicas clinicas, no fue factible
incluir un grupo de control aleatorizado tratado con placebo. Las juntas de revision institucionales del NIDDK vy el
University of Texas Southwestern Medical Center aprobaron el estudio. Se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de las pacientes o sus tutores legales.

Las pacientes fueron evaluadas como pacientes hospitalizadas en el Clinical Center of the National Institutes of
Health y el the General Clinical Research Center of the University of Texas Southwestern Medical Center antes del
tratamiento y también transcurridos 1, 2 y 4 meses de la terapia de leptina. Todas las pacientes recibieron dosis
estables de medicaciones concomitantes durante al menos las seis semanas previas al comienzo de la leptina.
Durante el estudio, se redujeron o interrumpieron los farmacos hipoglicémicos, segun necesidad.

El objetivo de este estudio consistia en conseguir unas concentraciones de leptina casi fisioldgicas en plasma. La
dosis de sustitucion fisioldgica calculada era de 0,02 mg/kg/dia para los hombres de todas las edades, 0,03
mg/kg/dia para mujeres menores de 18 afios y 0,04 mg/kg/dia para mujeres adultas. La leptina recombinante se
administrd por via subcutanea cada 12 horas. Es importante sefalar que la dosis de sustitucion es aproximadamente
una décima parte de la dosis empleada habitualmente en los ensayos sobre obesidad. Las pacientes fueron tratadas
con el 50% de la dosis de sustitucion durante el primer mes, el 100% de la dosis de sustitucion el mes siguiente y el
200% de la dosis de sustitucion los dos meses siguientes. Las variables primarias para determinar la eficacia de la
leptina recombinante eran la hemoglobina A+ y los niveles séricos de triglicéridos en ayunas.

Analisis bioquimico

Los niveles séricos de glucosa y triglicéridos se determinaron mediante métodos estandar, empleando un equipo
Hitachi automatico (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) y un Beckman Instrument (Beckman, CA). La
hemoglobina Ai; se determind mediante cromatografia liquida de alta presiéon e intercambio i6nico (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA). Los niveles séricos de acidos grados libres (FFA) se determinaron con un kit
disponible en el mercado (Wako, Richmond, VA). Los niveles séricos de insulina se determinaron mediante
inmunoensayos, empleando reactivos proporcionados por Abbott Imx Instrument (Abbott Park, IL) y un kit disponible
en el mercado (Ltnco Research, Inc., St., Charles, MO). Los niveles séricos de leptina se determinaron mediante
inmunoensayos, empleando un kit disponible en el mercado (Linco Research, Inc. St. Charles, MO).

Procedimientos

El gasto energético en reposo se midio utilizando Deltatrac Equipment (Sensormedics, Yorba Linda, CA). La prueba
se realizé tras un ayuno nocturno de mas de ocho horas en pacientes en reposo después de despertar, entre las
6.00 y las 8.00 horas. La prueba de tolerancia a la glucosa oral se realiz6 tras un ayuno nocturno, empleando 75
gramos de dextrosa. La glucosa en suero se midio a los -10, 0, 30, 60, 90,120 y 180 minutos de la carga de glucosa.

Se realizé una prueba de tolerancia a una dosis elevada de insulina utilizando 0,2 IU/kg de insulina regular para
evaluar la sensibilidad a la insulina. La insulina se administré6 por via intravenosa tras un ayuno nocturno. Las
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muestras para la glucosa se recogieron a los -10, 0, 5, 10, 15, 20 y 30 de la administracién de la insulina. La
constante K (la tasa de desaparicion de la glucosa como reflejo de la sensibilidad corporal total a la insulina) se
calculé como la tasa constante para el descenso de la glucosa en sangre tras la insulina intravenosa, utilizando
cinética de primer orden (Harrision et al., 1976).

La grasa corporal se determind empleando un absorciémetro de rayos X de doble energia (DEXA, Hologic QDR
4500) (Hologic, Inc., Bedford, MA) (Lambrinoudaki et al., 1998). Se obtuvieron imagenes axiales ponderadas en T1
de resonancia magnética del higado con un escaner 1,5 tesla (General Electric Medical Systems, Milwaukee) (Abate
et al., 1994). Los volimenes hepaticos se calcularon empleando un paquete de software de analisis de imagenes
MEDx (Sensor Systems, Inc..., Sterling, VA), en una estacion de trabajo Sun. Colocando un punto de siembra para
un borde siguiendo un algoritmo, se trazaron los margenes exteriores del higado en cortes contiguos individuales.
Entonces se calcularon los volumenes hepaticos basandose en el area de pixeles y en el grosor del corte. Se pidi6 a
los sujetos participantes en el centro NIH que informaran en la linea basal sobre los alimentos que habian ingerido
en los tres ultimos dias y también a los cuatro meses, al objeto de calcular la ingesta de alimentos diaria estimada
(Feskanich et al., 1993).

Andlisis estadistico

Las mediciones se presentan como + SEM medio. Para comparar variables del estudio durante diversos periodos del
mismo, se empled un analisis de la varianza de medidas repetidas. Los datos asimétricos, como las concentraciones
de triglicéridos y las constantes K calculadas, fueron sometidos a transformacion logaritmica. Se utilizo el test t
pareado para comparar los datos de la linea basal con diversos puntos temporales, cuando resultaba aplicable. Las
concentraciones plasmaticas de glucosa durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral se compararon utilizando
un analisis de la varianza de dos factores, con el periodo de estudio y el tiempo durante la prueba modelados como
factores repetidos. Los intervalos de confianza del noventa y cinco por ciento de las diferencias entre las medias
fueron obtenidos del analisis de la varianza y para las diferencias entre las medias (Hanh et al., 1991). Los cambios
se consideraron estadisticamente significativos para p<0,05. No se realizd ningun ajuste para las comparaciones
simultaneas por lo que respecta a los analisis estadisticos de hipétesis especificas a priori.

Resultados

Caracteristicas de las pacientes en la linea basal

Ocho de las nueve pacientes del estudio eran diabéticas y todas ellas eran hiperlipidémicas (Tabla 1). A todas las
pacientes diabéticas se les administré farmacoterapia antes del estudio (Tablas 1 y 2) y cuatro de ellas recibieron
farmacoterapia para el tratamiento lipidico (Tabla 1). La HbA. media de las pacientes diabéticas era de 9,1+0,5%
(normal: <5,6%). Los niveles medios de ftriglicéridos 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 acidos grasos libres (FFA) se
incrementaron hasta triplicar practicamente el limite maximo de la normalidad (15401407 pmol/L; normal: 350-550
pmol/L). Seis de las siete pacientes NIH tenian el higado graso en el examen de ultrasonidos y de tamafio
aumentado en la exploracion fisica. Tres de las pacientes se sometieron a biopsias hepaticas y a dos de ellas se les
diagnostico una esteatohepatitis no alcohdlica basandose en criterios histopatoldgicos (Manton et al. 2000; Berasain
et al. 2000; Luyckx, et al. 2000).

La concentracion media de leptina en suero era de 1,3+0,3 ng/mL en la linea basal (Tabla 1) y aumenté con la
terapia hasta 2,3+0,5 ng/mL al final del primer mes, 5,5+1,2 ng/mL al final del segundo mes y 11,1 + 2,5 ng/mL al
final del cuarto mes. Por tanto, la administracion de leptina recombinante a las dosis empleadas en este estudio
produjo unos niveles séricos de leptina aproximadamente normales en estas pacientes.

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

La primera paciente tratada en el estudio (NIH-1) es la mas gravemente afectada y

su evolucién es instructiva para demostrar el radical efecto de la sustitucion de leptina en esta poblacién, aun
cuando todas las demas potenciales terapias se hayan agotado. Esta paciente nacié sana, aunque experimenté una
pérdida de grasa entre los 10 y los 12 afios. Desarrollé una hipertrigliceridemia severa a los 13 y diabetes a los 14.
Se presento en el NIH Clinical Center a los 15, con unos niveles de triglicéridos constantemente superiores a 10.000
mg/dL (>113 nmol/L) y diabetes con una HbA:. del 9,5%. Tenia xantoma cutaneo eruptivo doloroso distribuido por
todo el cuerpo y hepatomegalia masiva extendiéndose a la cresta iliaca. Se afiadio terapia de plasmaféresis
semanal y Orlistat para aliviar la hipertrigliceridemia (Figura 1 A) (Bolan et al.). Otras caracteristicas clinicas
destacables incluian un apetito voraz (afirmé que ingeria mas de 3.200 kcal/dia) y un indice metabdlico en descanso
notablemente elevado de 2.010 kcal/dia, 180% de lo previsto. Durante un periodo de cuatro meses, la leptina
recombinante provocd una mejora progresiva notable en la hipertrigliceridemia e hiperglicemia que permitio
interrumpir la plasmaféresis y la medicacion para la diabetes (Figura 1A). Las mejoras de los parametros
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metabdlicos estuvieron acompafadas por la desaparicion del xantoma cutaneo. Por otra parte, el volumen de su
higado se redujo en un 40% (de 4.213 mL en la linea basal a 2.644 mL a los cuatro meses, como se muestra en la
Figura 1B).

La leptina mejoro el control metabolico en todas las pacientes lipoatroficas diabéticas

Antes de comenzar la terapia de leptina, las ocho pacientes lipoatréficas diabéticas tenian un mal control metabdlico.
Con cuatro meses de terapia de sustitucion de leptina, la HbA. descendié una media de 1,9 puntos porcentuales
(95% ClI, 1,1 a 2,7 %, p=0,0012) (Fig. 2). Las respuestas individuales de las pacientes se muestran en la Tabla 3.
Cabe sefialar que el control glicémico mejor6, a pesar de haberse reducido o interrumpido la terapia contra la
diabetes de la linea basal (Tabla 2)

Tabla 2: Cambios en la terapia hipoglicémica durante el estudio

Paciente Terapia hipoglicémica durante el periodo| Terapia hipoglicémica a los 4
de la linea basal meses de terapia

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

NIH-2 Insulina (800 U/dia) Ninguna

NIH-3 Insulina (40U/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/dia) Proglitazona (45 Insulina (60 U/dia)
mg qd)

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

UTSW-2 Ninguna Ninguna

Paciente

no diabética

Los niveles de glucosa en plasma durante la prueba de tolerancia a la insulina demostraron una significativa mejora
al final de los cuatro meses en comparacion con la linea basal (Fig. 3A). El valor K (tasa de desapariciéon de la
glucosa) se incrementé de 0,0071+0,0012 a 0,0169+0,0039 lo que indica una mejora de la sensibilidad a la insulina
de todo el organismo (p=0,035). Por otra parte, la tolerancia a la glucosa oral también mejor6 de forma notable con
respecto a la linea basal (Figura 3B).

Después de cuatro meses con terapia de leptina recombinante, los niveles de triglicéridos en ayunas cayeron un
60% (Cl, 43 a 77%, p<0,001, Fig. 4). Durante este mismo periodo, los acidos grasos libres en ayunas cayeron de
15401407 pymol/L a 790+164 pmol/L (p=0,045). Las respuestas individuales se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Parametros metabolicos de las pacientes durante las diferentes fases de la terapia

Pacientes |HbA+ Triglicéridos' (mg/dL) Acidos grasos libres®
(%) (pmol/L

Mes’ 0 1 2 4 0 1 2 4 0 1 2 4
NIH-1 8,6 7,6 74 |7,0 7420 (6440 |1632 [1214 |3977 |3517 |2216 [1701
NIH-2° 9,8 8,3 74 [10,0 633 523 471 405 2922 [1452 |1372 1244
NIH-3 9,3 7,8 84 |79 1450 579 233 281 919 368 451 454
NIH-4 7,6 6,7 6,1 5,0 322 232 160 106 1838 |1388 |866 446
NIH-5 9,5 9,4 6,5 16,1 913 427 143 123 1066 1842 723 629
NIH-6 9,2 8,6 72 |74 663 355 242 303 1672 1367 1315 [428
NIH-7 9,5 8,4 74 |66 802 366 295 215 384 315 306 345
UTSW-1 9,5 8,1 75 |73 995 827 383 192 560 360 525 560
UTsw-2° [54 4,8 50 |[5,1 447 656 276 424 520 |630 1690 |1310

"Niveles plasmaticos de triglicéridos en ayunas, factor de conversion a mmol/L: 0,1129X, normal 35-155 mg/dL
“Niveles de &cidos grasos libres en ayunas, normal 135-550 pmol/L
*Mes de terapia, O se refiere al periodo de evaluacion de la linea basal
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‘Esta paciente tuvo un incumplimiento del tratamiento entre los meses de terapia tercero y cuarto. Después de dos
meses de cumplimiento estricto documentado mediante los viales de medicacion utilizada, los parametros
registrados fueron respectivamente: 7.3%, 283 mg/dL y 799 pmol/L

®Paciente no diabética

Variaciones del volumen hepatico y pruebas funcionales hepaticas

El volumen hepatico medio en la linea basal era de 3097+391 mL (unas cuatro veces mas elevado que el de los
individuos de peso normal de la misma edad y del mismo sexo). La leptina redujo el volumen del higado una media
de un 28% (CI, 20 a 36%) con respecto a la linea basal. La reduccion media del volumen hepatico fue de 987 mL
(Cl, 546 a 1428 mL, p=0,0024). La reduccioén del tamafio del higado estuvo asociada con una mejora en las pruebas
de la funcién hepatica. Las concentraciones de alanina-transaminasa de la linea basal cayeron de 66+16 U/L a 24+4
U/L al final de los cuatro meses (p=0,023). De igual modo, las concentraciones séricas de transaminasa aspartica
fueron de 53+12 U/L en la linea basal y 21+2 U/L al final de los cuatro meses (p=0,03).

Variaciones en el equilibrio energético

La ingesta caldrica diaria comunicada por las propias pacientes se redujo en gran medida desde la linea basal de
2.680+250 kcal/dia a 16001150 kcal/dia (p=0,005, n=7). También se produjo un descenso paralelo en el indice
metabolico en reposo medido de 19204150 kcal/dia a 1580+80 kcal/dia (p=0,003, n=9).

Todos los sujetos menos uno (NIH-3) habian experimentado una pérdida de peso al final de los cuatro meses. La
pérdida de peso media fue de 3,6+0.9 kg con un rango entre -1,7 y 7.3 kg. Una fraccion importante de la pérdida de
peso (50-65%) se puede atribuir a la pérdida de peso del higado.

Tolerabilidad y eventos adversos

No se documentaron ni observaron reacciones cutaneas en los sitios de la inyeccién. No se registrd ninguna
tendencia a efectos adversos en los parametros bioquimicos o hematoldgicos rutinarios. La paciente NIH-1 tuvo un
episodio severo de nauseas y vomitos tras la primera dosis. La paciente NIH-6 sufri6 un empeoramiento de la
hipertension tras la segunda dosis, asociado a sofocos.

La paciente NIH-7 estuvo hospitalizada debido a una infeccién por estreptococo durante el tercer mes de terapia.
Ninguno de estos eventos se repitio con la continuacion de la terapia.

Debate

En este estudio, la sustitucion de leptina conllevé unos beneficios metabdlicos claros y notables para un grupo de
pacientes con lipodistrofia y deficiencia de leptina. Durante el estudio, la sustitucién con leptina recombinante
produjo una mejora de la HbA:. de 1,9 puntos porcentuales, lo que se prevé que reduzca los riesgos relativos de
desarrollar una retinopatia en ~22% en la poblacién diabética (UK PDS, 1998). Por ofra parte, los niveles de
triglicéridos cayeron un 60%, lo que se prevé que reduzca el riesgo relativo de eventos cardiovasculares en la
poblacion general en un 35-65% (Kieisberg, 1998; Garg, 2000).

Estos resultados proporcionan una nueva percepcion de los mecanismos de accion 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 funcion
conocida en el control de la homeostasis de la energia. Este estudio es la primera prueba in vivo en seres humanos
de que la leptina funciona como agente sensibilizador a la insulina y de ahorro de insulina.

A pesar de que no se empled un disefio del estudio aleatorizado, el peso de la prueba sugiere que la mejora del
control metabdlico estuvo provocada por la leptina y no por una mejora del cumplimiento de la terapia asociada con
la participacion en un estudio. De hecho, la magnitud y reproducibilidad de la mejora de la HbAi; son mas
coherentes con el efecto de un farmaco que con un efecto placebo. A pesar de la heterogeneidad de las pacientes
incluidas en nuestro estudio, observamos una mejora uniforme del control metabdlico en todas las pacientes
diabéticas. Se registré una evidencia de incumplimiento en la paciente NIH-2, lo que explica el empeoramiento de su
HbA¢ entre los meses segundo y cuarto, que fue corregido con la terapia prolongada (Tabla 3). El abandono de los
farmacos de esta paciente que habia experimentado una mejora representa una evidencia solida de que el efecto
sobre unos niveles de HbA+; mejorados es consecuencia de la administracion de leptina.

Efecto de la leptina sobre la ingesta de alimentos
10
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Se sabe que el hecho de limitar la ingesta caldrica en la diabetes lipoatrofica mejora las anomalias asociadas con la
glucosa y los lipidos (Trygstad et al., 1977). Sin embargo, los pacientes tienen dificultades para cumplir las
limitaciones en las comidas debido a su apetito. La leptina redujo claramente la ingesta de alimentos en estas
pacientes. Se realizé un estudio limitado con la paciente NIH-1 para determinar el efecto de la reduccién de la
ingesta de alimentos sobre los parametros metabdlicos. En el hospital, se sometié a 9 dias de retirada de la leptina
con una ingesta caldrica limitada a los niveles previos a la retirada. A pesar de seguir una dieta constante, sus
concentraciones de glucosa, triglicéridos e insulina en ayunas aumentaron en el plazo de 48 horas. Estas
observaciones indican que la leptina afecta a la sensibilidad a la insulina y al metabolismo de los triglicéridos,
independientemente de sus efectos sobre la ingesta de alimentos. Se han documentado datos similares empleando
experimentos de alimentacion pareada en ratones lipoatroficos con o sin administracion de leptina (Shimomura et al.,
1999; Ebihara et al., 2001).

Correlacion con modelos de ratéon

Los diversos modelos de ratdén de lipoatrofia sugirieron que la ausencia de tejido adiposo es la causa de la
resistencia a la insulina en este sindrome (Burant et al., 1997; Moitra et al., 1998; Shimomura et al., 2000). La
demostracion de que el trasplante de tejido adiposo a ratones lipoatréficos mejora de forma notable la resistencia a
la insulina y el control metabdlico respalda firmemente esta hipétesis (Gavrilova et al., 2000). No obstante, no estaba
claro por qué el tejido adiposo era necesario para mantener la sensibilidad a la insulina del organismo en general.
Las observaciones y los resultados debatidos anteriormente, junto con Shimomuia et al. mas arriba, sugieren que la
mayoria de la accion reguladora del tejido adiposo sobre la sensibilidad a la insulina del organismo en general actia
a través de la leptina.

Un posible mecanismo por el que la leptina regula tanto la sensibilidad a la insulina como el metabolismo de los
lipidos se puede basar en SREBPIc, un factor de transcripcion que estimula la lipogénesis. En el higado, el SREBPIc
es regulado al alza por la hiperinsulinemia observada en la lipoatrofia. La deficiencia de leptina y la hiperinsulinemia
causan una regulacion a la baja del sustrato del receptor de insulina, IRS-2, obstaculizando la accién de la insulina y
aumentando la produccion de glucosa hepatica. El incremento de la lipogénesis y de la producciéon de glucosa
hepatica generan un circulo vicioso: el aumento de los niveles de lipidos en los tejidos esta asociado con una
reduccion de la sensibilidad a la insulina del organismo en general y, por tanto, con una mayor produccion de
glucosa hepatica. Se ha demostrado que la sustitucion de leptina corrige este circulo vicioso. A pesar de que la tasa
de sintesis de triglicéridos no se ha estudiado en seres humanos con lipoatrofia, los estudios calorimétricos
indirectos proporcionan ciertas evidencias de que la lipogénesis podria efectivamente desregularse (Arioglu et al.,
2000). Otra observacion fue el descenso del gasto energético en reposo en las pacientes tratadas en este estudio.
Esto se puede deber a la disminucion de la ingesta de alimentos resultante en una reduccion de la termogénesis
inducida por la dieta.

Leptina: una hormona antiesteatosis

Se ha documentado que la administracién de leptina en ratas Zucker produce una correccion de la esteatosis en
diversos érganos que actian como puntos de acumulacion de lipidos, tales como las células islotes del higado o las
células del corazéon (Unger, 1995; Unger et al., 1999). La acumulacién de lipidos fuera de los adipocitos puede ser
un fenémeno de desbordamiento provocado por el hecho de que los adipocitos han alcanzado su capacidad maxima
para almacenar triglicéridos. En la lipodistrofia, estos 6rganos son los Unicos puntos que pueden almacenar lipidos.
El tratamiento con leptina en ratones con lipodistrofia causa una importante reduccion de las reservas de triglicéridos
en el higado. Al mismo tiempo, la terapia con leptina en seres humanos con lipodistrofia genera una destacada y
sumamente significativa reduccién de los volimenes hepaticos.

Momento de la sustitucion de leptina

El concepto de que el tejido adiposo es un érgano endocrino estuvo firmemente respaldado por el descubrimiento de
la leptina. La leptina tiene efectos, tanto directos como indirectos, sobre los principales 6rganos del metabolismo,
incluyendo el cerebro, el higado, los musculos, la grasa y el pancreas. Obviamente la leptina no es la Unica sefial de
los adipocitos en circulacion. Por ejemplo, otra hormona de los adipocitos es la proteina relacionada con el
complemento especifico de los adipocitos (ACRP) 30/Adiponectina/AdipoQ que parece ser importante para inducir la
oxidacion de las grasas en el musculo y el higado (Yamauchi et al., 2001; Fruebis et al, 2001; Berg et al., 2001). La
falta de adipocitos resultaria en una deficiencia de todas las sefiales derivadas de las grasas y todavia por descubrir,
contribuyendo asi a muchas de las anomalias observadas en los sindromes que se caracterizan por la ausencia de
grasa. Este estudio es el primero realizado con seres humanos que analiza la eficacia metabdlica de sustituir una
hormona derivada de la grasa en un estado de deficiencia de grasa. Parece que la deficiencia de leptina es el factor
que mas contribuye (aunque probablemente no el Unico) a las anomalias metabdlicas observadas en relacion con la
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lipoatrofia. Por tanto, este estudio subraya una razén importante para considerar la terapia de sustitucion de leptina
en seres humanos, en concreto una lipodistrofia severa.

EJEMPLO 1lI

La secuencia de aminoacidos de la metionil-leptina humana recombinante madura se recoge en el presente como
SEC. ID. N° 1, donde el primer aminoacido de la proteina madura es valina (en la posicion 1) y un residuo de
metionil se encuentra en la posicién -1 (denominada en el presente rHu-Leptina 1-146, SEC. ID. N° 1)

VP11 QK VvV QDDTI KTTLTIZKTTIWV
T RI NDTI S HT QS V S S K QXKUVTSG
L DFI1 P GL HP I LTLSZKMDA QTL
A VYQQI LTSMPSRNVI QI SN
DL ENLU RDTLTLUBHBVLAFSI KSCHL
P WA S GL ETULDGSTLGG GV VULEASG
Y S TEVV AL SRLO QGSULQDML W
Q L DLS P G C

Alternativamente, se puede emplear una variante natural de la leptina humana, que tiene 145 aminoacidos y que, a
diferencia de la rHu-Leptina 1-146, tiene una glutamina ausente en la posicion 28, que se recoge a continuacion
(denominada en el presente rHu-Leptina 1-145, SEC. ID. N° 2, donde la posicién en blanco («*») indica que no hay
ningun aminoacido).

VPI QK VQDDTI XKTTILTIKTTI V
T RI NDI S HT* s Vs S XKQKUVTG®GC
. DFI PGLUHPTILTULSIZ XMDOGQTHTL
AV YQQI L TSMPSURNUV.I QI SN
DLENTLZ RTDTILTLUBHTYVILATFSIZ KSCHL
P WA S GL ETTULDSTILGOGVLEASG G
Y S TEVYV AL S RLG QG STULQDML W
Q L DL S P G C

Otros ejemplos de proteinas leptinas, analogos, derivados, preparaciones, formulaciones, composiciones
farmacéuticas, dosis y vias de administracion se han descrito con anterioridad en las siguientes Solicitudes PCT,
que quedan incorporadas al presente como referencia como si se recogiesen integramente en el mismo. Numero de
publicacién internacional PCT WO 96/05309; WO 96/40912; WO 97/06816; WO 00/20872; WO 97/18833; WO
97/38014; WO 98/08512 y WO 98/28427.

Las proteinas leptinas, analogos y moléculas relacionadas también se documentan en las publicaciones siguientes.
No obstante, no se realiza ninguna manifestacion con respecto a la actividad de ninguna de las composiciones
documentadas.
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Patentes estadounidenses 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);

PCT W096/23513; WOQO96/23514;W096/23515; WO096/23516; WOQO96/23517; WO096/23518; WO096/23519;
WQ096/34111; WO 96 37517; WO 96/27385; WP 97/00886; EP 725078; EP 725079; EP 744408; EP 745610; EP
835879 (Eli Lilly and Company);

PCT W096/22308 (Zymogenetics);

PCT WO096/31526 (Amylin Pharmaceuticals, Inc.)

PCT W096/34885; WO 97/46585 (SmithKline Beccham, PLC);

PCT WO096/35787 (Chiron Corporation);

PCT WO097/16550 (Bristol-Myers Squibb);

PCT WO 97/20933 (ScheringCorporation);

EP 736599 (Takeda);

EP741187 (F. Hoffman La Roche).

En la medida en que estas referencias proporcionen proteinas leptinas utiles, analogos de las
mismas, o composiciones o meétodos asociados, dichas composiciones y/o métodos se podran emplear
conjuntamente con los presentes métodos.

EJEMPLO IV

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, se puede emplear un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) para determinar los niveles de leptina en suero de los pacientes lipoatréficos. El método ELISA
puede emplear un anticuerpo anti-rmetHu-Leptina monoclonal de rata purificado para capturar la leptina del suero.
También se puede emplear un anticuerpo policlonal anti-rmetHu-leptina de conejo purificado por afinidad conjugado
con peroxidasa de rabano para detectar la leptina capturada. El limite de deteccion del mencionado ensayo
empleando estos anticuerpos puede estar en el rango de 0,5-0,8 ng/ml. Aunque se han podido emplear
determinados anticuerpos, los anticuerpos preferibles son aquellos que reaccionan especificamente con la leptina
humana nativa y que son sensibles para detectar cantidades de leptina iguales o inferiores a 5 ng/ml en suero.

Preferiblemente, el momento para determinar los niveles de leptina de la linea basal de un paciente es después de
8-12 horas de ayuno, como durante las horas de la mafana. Los niveles de leptina de la linea basal no se deben
confundir por el aumento de los niveles observado después de comer o debido a la subida durante el ciclo de suefio
que se observa en la mayoria de los individuos (por ejemplo, el aumento de los niveles de leptina que se produce a
las tres de la mafana). Estos niveles de la linea basal se pueden emplear, por ejemplo, para observar la elevacion
nocturna de los niveles de leptina, aunque deben ser comparados con niveles similares de pacientes en una
situacion similar.

Basandose en los anteriores datos, se puede aplicar un método para determinar la predisposicion de los pacientes
lipoatréficos al tratamiento con leptina, estableciendo el nivel de leptina correspondiente a la concentracion sérica de
leptina y averiguando si la concentracion sérica de leptina es de unos 4 ng/ml o inferior.
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Las siguientes clausulas forman parte de la divulgacion:

1. Un método para determinar una predisposicion de un paciente lipoatréfico para responder al tratamiento con
leptina, un analogo o derivado de la leptina, comprendiendo dicho método:

(a) la determinacion del nivel de leptina del paciente antes de dicho tratamiento; y

(b) la averiguacion de si el nivel de leptina es inferior o igual a aproximadamente 4 ng/ml.

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

3. El método de la clausula 1, donde dicho paciente es una mujer.
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4. Un método para determinar una predisposiciéon de un paciente lipoatrofico para responder al tratamiento con
leptina, un analogo o derivado de la leptina, comprendiendo dicho método:
(a) la determinacion del nivel de leptina del paciente antes de dicho tratamiento; y
(b) la averiguacion de si el nivel de leptina de (i) un paciente de sexo masculino es inferior o igual a
aproximadamente 2 ng/ml, o (ii) un paciente de sexo femenino es inferior o igual a aproximadamente 4 ng/ml.

5. El método de cualquiera de las clausulas 1-4, donde dicho nivel de leptina se determina mediante un
inmunoensayo con anticuerpo.

6. Un método para tratar la lipoatrofia, que comprende un régimen farmacéutico consistente en una combinacién de
inhibidor de proteasa y leptina, un analogo o derivado de la leptina.

7. Un método para tratar la lipoatrofia, que comprende un régimen farmacéutico consistente en una combinacion de
leptina, un analogo o derivado de la leptina, y al menos un compuesto seleccionado del grupo compuesto por
tiazolidinedionas, fibratos, estatinas y metformina.

8. Un método para tratar a un ser humano con anomalias metabdlicas asociadas con la lipoatrofia, consistente en
administrar leptina, un analogo o derivado de la leptina.

9. Un método para tratar a un paciente humano con una condiciéon de lipoatrofia, donde dicha lipoatrofia es una
forma adquirida de la enfermedad, que consiste en administrar al paciente una dosis efectiva de leptina, un analogo
o derivado de la leptina.

10. El método de la clausula 10, donde la forma adquirida de lipoatrofia esta relacionada con el tratamiento de un
paciente VIH positivo sometido a una terapia antirretroviral de alta actividad (HAART).

11.Un kit mejorado para determinar la predisposicion de un paciente humano con lipoatrofia para responder a un

tratamiento con leptina, un analogo o derivado de la leptina, consistiendo esta mejora en medios para determinar si
el nivel de leptina del paciente antes del mencionado tratamiento con leptina es:

(i) inferior o igual a unos 2 ng/ml, si dicho paciente es un hombre, o
(ii) inferior o igual a unos 4 ng/ml, si dicho paciente es una mujer.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina leptina para su uso en un método para tratar la lipoatrofia o una anomalia metabdlica asociada con
la misma en un paciente humano con lipoatrofia, donde el método consiste en la administracién al paciente de una
dosis de la proteina leptina efectiva para tratar la lipoatrofia o la anomalia metabdlica asociada con la misma.

2. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacion 1, donde dicha proteina leptina se administra junto con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable o donde dicha proteina leptina se administra en un diluyente
farmacéuticamente aceptable.

3. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 1, donde dicho paciente tiene un nivel de leptina de 4
ng/ml o inferior antes de la administracion de la proteina leptina y preferiblemente donde el paciente tiene un nivel de
leptina de 2 ng/ml o inferior antes de la administracion de la proteina leptina.

4. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacion 1, donde el paciente tiene una forma adquirida de
lipoatrofia; preferiblemente donde el paciente es VIH positivo; mas preferiblemente, donde la forma adquirida de
lipoatrofia esta relacionada con el tratamiento del paciente VIH positivo con terapia antirretroviral de alta actividad
(HAART).

5. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacion 1, donde el paciente tiene una forma congénita de
lipoatrofia; preferiblemente, donde la forma congénita de lipoatrofia es la lipoatrofia congénita generalizada.

6. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 1, donde la anomalia metabdlica se selecciona del
grupo compuesto por hiperglicemia, dislipidemia, hiperlipidemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
aterosclerosis, restenosis vascular, higado graso, esteatohepatitis, hepatomegalia, diabetes y resistencia a la
insulina; o donde la anomalia metabdlica comprende diabetes; o donde la anomalia metabdlica comprende
resistencia a la insulina; o donde la anomalia metabdlica comprende hipertrigliceridemia; o donde las anomalias
metabdlicas comprenden higado graso; o donde las anomalias metabdlicas comprenden esteatohepatitis.

7. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 1, donde la lipoatrofia comprende hepatomegalia; o
donde la lipoatrofia comprende una anomalia en la distribuciéon del tejido graso; o donde la lipoatrofia comprende
esteatohepatitis; o donde la lipoatrofia comprende higado graso.

8. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 1, donde dicha proteina leptina se administra por via
subcutanea.

9. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacion 8, donde dicha proteina leptina se selecciona del
grupo compuesto por metionil-leptina recombinante humana, SEC. ID. N° 1, y SEC. ID. N° 2; preferiblemente, donde
dicha proteina leptina se administra junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable; o donde dicha leptina se
administra en un diluyente farmacéuticamente aceptable.

10. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 1, donde dicha proteina leptina es metionil-leptina
recombinante humana; o donde dicha leptina recombinante humana es la SEC. ID. N° 1; o donde dicha leptina
recombinante humana es la SEC. ID. N° 2.

11. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 1, en combinacién con:

a. uninhibidor de proteasa; o

b. al menos un compuesto seleccionado del grupo compuesto por tiazolidinedionas, fibratos,

estatinas y metformina,

para formar un régimen farmacéutico para su uso en un método para tratar la lipoatrofia 0 una anomalia metabdlica
asociada con la misma en un paciente humano con lipoatrofia, donde el método consiste en la administracién al
paciente de una cantidad del régimen farmacéutico que es efectiva para tratar la lipoatrofia o la anomalia metabdlica
asociada con la misma.

12.La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacion 1, para emplearla en un método de tratamiento de un
ser humano que presenta al menos una anomalia metabdlica asociada con la lipoatrofia, que comprende la
administracion de la proteina leptina a una dosis efectiva para tratar la anomalia metabdlica asociada con la
lipoatrofia.

13. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacion 12, donde esta anomalia metabdlica se selecciona
del grupo compuesto por hiperglicemia, dislipidemia, hiperlipidemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
aterosclerosis, restenosis vascular, higado graso, esteatohepatitis y resistencia a la insulina; o donde esta anomalia
metabdlica comprende diabetes; o donde esta anomalia metabdlica comprende resistencia a la insulina; o donde
esta anomalia metabdlica comprende hipertrigliceridemia; o donde esta anomalia metabdlica comprende higado
graso; o donde esta anomalia metabdlica comprende esteatohepatitis.
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14. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 12, donde dicha proteina leptina se administra por
via subcutanea.

15. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 12, donde dicha proteina leptina se selecciona del
grupo compuesto por metionil-leptina recombinante humana, SEC. ID. N° 1, y SEC. ID. N° 2; preferiblemente, donde
dicha proteina leptina se administra junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable; o donde dicha leptina se
administra en un diluyente farmacéuticamente aceptable.

16. La proteina leptina para su uso conforme a la reivindicacién 12, donde dicha proteina leptina es metionil-leptina

recombinante humana; o donde dicha leptina recombinante humana es la SEC. ID. N° 1; o donde dicha leptina
recombinante humana es la SEC. ID. N° 2.
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