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DESCRIPCION
Composiciones que contienen alfa-1-antitripsina y métodos para su uso
Campo técnico

La presente invencion se refiere en general al tratamiento de pacientes que son resistentes a la insulina y han sido
diagnosticados de diabetes Tipo 2, o que presentan riesgo de desarrollar diabetes Tipo 2 y pacientes diagnosticados
de sindrome metabdlico. Los métodos de tratamiento son variados y pueden incluir la administracion de un
polipéptido de a1-antitripsina (AAT) o un agente, tal como una molécula de acido nucleico o compuesto organico,
que promueva la expresion o la actividad de a1-antitripsina.

Antecedentes

La diabetes es una enfermedad muy comin que se desarrolla cuando el organismo no produce suficiente, o
apreciablemente ninguna insulina o no puede utilizar o responder adecuadamente a la insulina. Existen dos tipos
principales de diabetes. La diabetes Tipo 1 también se conoce como diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) y
es el resultado de la produccidn insuficiente de insulina. El inicio de la diabetes Tipo 1 ocurre con mayor frecuencia
en nifos, adolescentes o adultos jovenes y se considera una enfermedad autoinmunitaria. La diabetes Tipo 2 se
conoce como diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID) y es la forma mas comun de la enfermedad, que
representa aproximadamente 90% de todos los casos de diabetes. En muchos casos, la diabetes Tipo 2, en las
fases iniciales, se caracteriza por una respuesta subodptima a la insulina. Aunque se produce insulina, la capacidad
de una cantidad dada de insulina necesaria para efectuar una disminucién dada de glucosa en sangre aumenta. En
el Tipo 2, los pacientes manifiestan una respuesta de glucosa en sangre atenuada a la insulina, es decir, un estado
de resistencia a la insulina. Las causas de la diabetes no se conocen por completo, aunque tanto los factores
genéticos como ambientales, tales como la obesidad y la falta de ejercicio, aumentan el riesgo. También hay una
forma de diabetes que se puede desarrollar durante el embarazo (diabetes gestacional) y una forma de diabetes
autoinmunitaria que se desarrolla en la edad adulta, que se denomina diabetes autoinmune latente del adulto (DALA)
o diabetes autoinmune que progresa lentamente.

La diabetes Tipo 1 se trata con insulina, aunque se han propuesto otros tratamientos y se ha probado el trasplante
de células de los islotes productores de insulina del pancreas. La intervencion no farmacéutica generalmente se
prescribe inicialmente para la diabetes Tipo 2 (p.gj., modificacién de la dieta, pérdida de peso y ejercicio). Si esto no
tiene éxito, los pacientes generalmente son tratados con uno de tres tipos diferentes de medicamentos: farmacos
que estimulan la liberacion de insulina del pancreas; farmacos que aumentan la sensibilidad del paciente a la
insulina; y farmacos que afectan directamente a los niveles circulantes de glucosa (p. €j., farmacos que disminuyen
la produccion de glucosa del higado o aumentan su absorcion por los musculos). Mas especificamente, a un
paciente se le puede recetar una sulfonilurea, un inhibidor de la a-glucosidasa, metformina (Glucophage™) o
troglitazona (Rezulin™). En muchos casos, también se utiliza insulina. Después de muchos afios de vivir con
diabetes Tipo 2, algunos pacientes manifiestan agotamiento del aparato productor de insulina y, por lo tanto,
requieren terapia con insulina.

A pesar del progreso en la comprension y el tratamiento de la diabetes, ninguna de las estrategias actuales de
tratamiento es 6ptima, y existe una gran necesidad de mejores formas de tratar a los pacientes que tienen diabetes o
que estan en riesgo de desarrollar diabetes.

Compendio de la invencion

La presente invencion presenta un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad
de la a1-antitripsina para su uso en un método para tratar a un paciente resistente a la insulina que ha sido
diagnosticado de diabetes Tipo 2, que ha sido diagnosticado de riesgo de desarrollar diabetes Tipo 2, o que ha sido
diagnosticado de sindrome metabdlico, en donde el agente es una construccion genética que codifica un polipéptido
de a1-antitripsina completo o un fragmento o mutante del mismo biolégicamente activos y en donde el fragmento o
mutante biolégicamente activos tienen actividad inhibidora de la a1-proteinasa.

En general, el método mencionado anteriormente puede llevarse a cabo identificando a un paciente que es
resistente a la insulina y administrando al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de a1-antitripsina (AAT, a
veces abreviada A1 AT), que también es conocida como inhibidor de a1-proteinasa.

Por ejemplo, se puede administrar un polipéptido de AAT (p.€j., una AAT purificada o recombinante, tal como AAT
humana) o un homologo, fragmento biolégicamente activo u otro mutante activo del mismo. Alternativamente, o
ademas, se puede administrar un agente que promueva la expresion o actividad de una a1-antitripsina (p.ej., un gen
que codifica una a1 antitripsina). Si bien los autores de la presente invencion describen la resistencia a la insulina y
los pacientes susceptibles de tratamiento mas adelante, los autores de la presente invencién sefialan aqui que los
pacientes que muestran resistencia a la insulina no son capaces de utilizar la insulina de manera eficiente. Las
pruebas actualmente disponibles pueden indicar si un paciente dado es resistente a la insulina. Por ejemplo, en una
prueba de tolerancia a la insulina, se administra insulina y se mide la glucosa en sangre en respuesta. Si los niveles
de glucosa en sangre no caen como se espera en respuesta a la insulina administrada, el paciente es resistente a la
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insulina.

Un paciente que es resistente a la insulina también puede ser un paciente que ha sido diagnosticado de diabetes
Tipo 1. Sin embargo, el tratamiento de dicho paciente no estd comprendido en la presente invencion. En esta
circunstancia, el paciente es deficiente en insulina. La produccién de insulina esta comprometida, pero no esta
abolida. Ademas, el paciente también es resistente a la insulina, evitando o deteriorando de ese modo la masa
residual de las células productoras de insulina para prevenir la hiperglucemia. El diagnostico de diabetes Tipo 1
puede basarse en uno o mas hallazgos o indicadores, tales como la hiperglucemia (es decir, un nivel de glucosa en
sangre indicativo de diabetes) con: (a) hipoinsulinemia; (b) otra evidencia de pérdida de células 3 pancreaticas o
insuficiencia funcional; (c) una respuesta de glucosa en sangre normal o ligeramente alterada a la insulina; (d)
cetoacidosis; o (e) dependencia de la insulina (es decir, una dependencia de la insulina para obtener niveles de
glucosa en sangre dentro o cerca de un intervalo normal (es decir, un intervalo generalmente observado en
individuos sanos o no diabéticos). Los pacientes con diabetes Tipo 1 deben tomar insulina. De lo contrario, su salud
se deteriora rapidamente.

La afirmacién de los autores de la presente invencion de que los pacientes que son resistentes a la insulina pueden
tener diabetes Tipo 1 y la afirmacion de los autores de la presente invencion de que estos mismos pacientes pueden
ser hiperglucémicos y mostrar una respuesta de glucosa en sangre normal a la insulina puede parecer contradictoria.
Como se indico anteriormente, la diabetes Tipo 1 se conoce como diabetes mellitus insulinodependiente porque se
ha entendido histéricamente como una afeccién que se produce cuando las células B en los islotes pancreaticos de
Langerhans no producen suficiente insulina para facilitar la captaciéon celular de glucosa desde la sangre. Sigue
siendo cierto que la diabetes Tipo 1 esta indicada cuando la glucosa en sangre esta elevada y el nivel de insulina
circulante es anormalmente bajo. También es cierto que algunos pacientes con diabetes Tipo 1 pueden responder
de manera normal, o casi normal, cuando se administra insulina exdgena, mientras que otros también pueden tener
un estado resistente a la insulina. Lo que la investigacion de los autores de la presente invencion ha indicado, sin
embargo, es que hay un componente resistente a la insulina en la diabetes Tipo 1 de inicio temprano, y la resistencia
a la insulina puede contribuir a la diabetes Tipo 1 incluso en pacientes no obesos. Por ejemplo, los estudios de los
autores de la presente invencion con ratones diabéticos no obesos (NOD) con diabetes tipo 1 de inicio reciente, el
mejor modelo disponible para la diabetes Tipo 1, muestran una prueba de tolerancia anormal a la insulina. Esta
anormalidad se ve en concierto con la reduccion tanto en la fosforilacion de tirosilo del receptor de insulina (IR) como
en el sustrato de receptor de insulina 1 (IRS-1). La fosforilacion normal de IR e IRS-1 se restableci6 mediante el
tratamiento con una a1l-antitripsina (Aralast™) o un antagonista de TNF-a (véase la Figura 1). Este estado de
resistencia a la insulina no se elimina mediante la normalizacién de los niveles de glucosa en sangre con terapia
insulinica intensiva, y se asocia con signos moleculares de inflamacion sutil dentro de la grasa y el musculo, los
sitios principales para la eliminacion de glucosa en la sangre impulsada por la insulina.

Los niveles de insulina se reflejan por el nivel de una proteina llamada péptido C (para péptido conector). En el curso
de la produccion de insulina, el cuerpo primero produce proinsulina, que posteriormente se escinde en insulina y
péptido C. Por lo tanto, al tratar de distinguir a los pacientes que tienen diabetes Tipo 1 de los pacientes que tienen
diabetes Tipo 2, un médico puede evaluar el péptido C. La hipoinsulinemia, como se observa en la diabetes Tipo 1,
se refleja por una disminucion de péptido C en la sangre circulante.

Cualquiera de los pacientes descritos en la presente memoria puede ser un paciente humano. En el pasado, la
diabetes Tipo 1 era mucho mas frecuente en los jovenes que la diabetes Tipo 2. Lamentablemente, la epidemia de
obesidad en nuestra cultura ha conducido a una gran cantidad de individuos obesos jovenes con diabetes Tipo 2.
Los jovenes con diabetes Tipo 2 ya no son raros. Ademas, un paciente adulto puede desarrollar diabetes Tipo 1 de
inicio tardio. Sin embargo, la edad del paciente o, mas en general, si el paciente es un nifio, un adolescente o un
adulto pueden tomarse en consideracion en el proceso de diagndstico, al igual que la historia familiar del paciente.

Los pacientes resistentes a la insulina incluidos en la presente invencion son aquellos diagnosticados de diabetes
Tipo 2. Este diagnoéstico puede basarse en la hiperglucemia con uno o mas de: (a) un nivel de insulina normal o
elevado; (b) otra evidencia de mantenimiento de células B pancreaticas; (c) una respuesta de glucosa en sangre
atenuada a la insulina; o (d) un historial familiar de diabetes Tipo 2. Los métodos descritos en la presente memoria
son aplicables al tratamiento de la resistencia a la insulina y no requieren diabetes franca. Al igual que con la
diabetes Tipo 1, mientras que la insulina se puede medir directamente, un médico puede evaluar la produccién de
insulina midiendo el péptido C y, en algunos casos (p.ej., cuando un paciente ha recibido insulina exdgena), el
péptido C refleja con mayor precision la produccion de insulina. Un nivel normal de insulina (es decir, un nivel dentro
de un intervalo tipicamente observado en pacientes sanos y/o no diabéticos) se refleja por un nivel normal de
péptido C (es decir, un nivel dentro de un intervalo tipicamente observado en pacientes sanos y/o no diabéticos). El
péptido C elevado refleja la insulina elevada. Si bien la presencia de niveles normales o elevados de insulina indica,
pero no prueba que hay un nimero adecuado de células (3 presentes y funcionales, se pueden buscar otras pruebas
de que estas células productoras de insulina son saludables (p.ej., se puede determinar si el paciente esta portando
anticuerpos contra células ). Una prueba de tolerancia a la insulina también puede ser util para diagnosticar la
diabetes Tipo 2. Cuando la respuesta de un paciente a la insulina esta atenuada (es decir, cuando la insulina
administrada no produce la reduccion esperada en la glucosa en sangre), esto indica que los tejidos sensibles a la
insulina del paciente, tejidos responsables de la eliminacion de la glucosa en sangre en el tejido impulsada por
insulina, son resistentes a la insulina, como ocurre en la diabetes Tipo 2. El problema no es principalmente la
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produccién de insulina, como es el caso con la diabetes Tipo 1. Como se sefialé anteriormente, los autores de la
presente invencion han descubierto un grado de resistencia a la insulina en la diabetes Tipo 1.

Los métodos descritos en la presente memoria también son Utiles en el tratamiento de pacientes que son
diagnosticados por tener riesgo de desarrollar diabetes Tipo 2 (p.ej., que tienen un riesgo mayor que el promedio de
desarrollar diabetes Tipo 2). Este diagndstico puede basarse en uno o mas de los siguientes hallazgos: (a) tolerancia
alterada a la glucosa con o sin caracteristicas del sindrome metabdlico; (b) tolerancia a la glucosa normal o alterada
con hiperinsulinemia; o (c) tolerancia alterada a la glucosa y antecedentes familiares de diabetes Tipo 2. La
tolerancia alterada a la glucosa (TAG) esta presente cuando un paciente tiene un nivel de glucosa en sangre que es
mas alto de lo normal, pero no lo suficientemente alto para que el paciente se considere diabético. La TAG también
se puede conocer como diabetes limite, prediabetes o diabetes quimica. Una poblacién especifica de pacientes con
riesgo conocido de diabetes Tipo 2 es la poblacion de mujeres que han tenido diabetes gestacional.

Si bien los autores de la presente invencion tienden a utilizar el término "tolerancia alterada a la glucosa" (TAG), un
experto en la técnica también puede referirse a pacientes que tienen glucosa alterada en ayunas (GAA). La
diferencia se deriva de la prueba exacta utilizada para diagnosticar a los pacientes (p.ej., pacientes con riesgo de
desarrollar diabetes), y estas pruebas son conocidas en la técnica y se describen mas adelante.

Los pacientes que son diagnosticados de sindrome metabdlico muestran resistencia a la insulina. De hecho, el
sindrome metabdlico también se conoce como sindrome de resistencia a la insulina o sindrome X. Como se sefiald
anteriormente, se pueden considerar las caracteristicas del sindrome metabdlico cuando se determina si un paciente
esta en riesgo de desarrollar diabetes Tipo 2, puesto que los pacientes con sindrome metabdlico tienen mas
probabilidades de desarrollar diabetes Tipo 2. Sin embargo, se puede evaluar el riesgo de diabetes Tipo 2 sin
considerar estas caracteristicas y, aunque los pacientes que presentan caracteristicas del sindrome metabdlico
tienen un mayor riesgo de diabetes, también tienen un mayor riesgo de desarrollar otras afecciones, tales como
enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, se puede evaluar y tratar a un paciente que tiene sindrome metabdlico
como se describe en la presente memoria, y se puede realizar con el objetivo de reducir el riesgo del paciente de
desarrollar diabetes o cualquier otra afeccién no deseable asociada con el sindrome metabdlico.

Las caracteristicas del sindrome metabolico incluyen obesidad abdominal, dislipidemia aterogénica, un estado
protrombatico, presion arterial elevada y niveles elevados de citoquinas inflamatorias. Mas especificamente, un
paciente puede ser diagnosticado de sindrome metabdlico si tiene dos, tres o mas de: (a) una circunferencia de
cintura elevada; (b) triglicéridos elevados; (c) lipoproteinas de alta densidad (HDL) reducidas; (d) presion arterial
elevada; y (e) glucosa elevada en ayunas.

La invencion también describe métodos para tratar pacientes que estan en riesgo de desarrollar diabetes Tipo 1
(p.€j., pacientes que tienen un riesgo mayor que el promedio de desarrollar diabetes Tipo 1) o individuos con
diabetes Tipo 1 de inicio reciente y baja produccion de insulina residual. Estos métodos de tratamiento pueden
llevarse a cabo mediante la identificacion de un paciente que esta en riesgo (p.ej., un mayor riesgo) de desarrollar
diabetes Tipo 1 y administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de a1-antitripsina o
un agente que promueva la expresion o actividad de a1-antitripsina. El paciente que ha sido identificado puede ser
un paciente que fue diagnosticado de riesgo de desarrollar diabetes Tipo 1 en base a uno o mas de los siguientes:
(a) tener antecedentes familiares de diabetes Tipo 1, con o sin tolerancia alterada a la glucosa; o (b) tener tolerancia
alterada a la glucosa y evidencia de pérdida de células  pancreaticas o insuficiencia funcional. Con respecto a los
antecedentes familiares, un paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar diabetes Tipo 1 cuando son hermanos de
(p-€j., un gemelo idéntico) un paciente que tiene diabetes Tipo 1. La evidencia de pérdida de células 3 pancreaticas
incluye, como ocurre en caso de hacer cualquier diagnostico relacionado con la diabetes, hipoinsulinemia y/o la
presencia de anticuerpos anti-células 3.

En cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, se puede administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de a1-proteinasa. Por ejemplo, se puede administrar un polipéptido de a1-
antitripsina, que puede ser un polipéptido de a1-antitripsina completo (de origen humano u otro) o un fragmento o
mutante biolégicamente activos del mismo. Los inhibidores de proteinasa a1 estan disponibles comercialmente para
el tratamiento de deficiencias de AAT, e incluyen Aralast™, Prolastin™ y Zemaira™. Como se ha indicado, el
polipéptido AAT o el fragmento o mutante biolégicamente activos del mismo pueden ser de origen humano y pueden
purificarse a partir de tejido o plasma humanos. Alternativamente, puede ser producido recombinantemente. Para
facilitar la lectura, los autores de la presente invencion no repiten la frase "o un fragmento o mutante biolégicamente
activos del mismo" después de cada referencia a AAT. Debe entenderse que, siempre que se pueda utilizar un AAT
completo que se produce de manera natural, también se puede utilizar un fragmento biolégicamente activo u otro
mutante biolégicamente activo del mismo (p.ej., un mutante en el que uno o mas residuos de aminoacidos han sido
sustituidos). Del mismo modo, los autores de la presente invencién no repiten en cada ocasién que un polipéptido
natural (p.ej., AAT) puede purificarse a partir de una fuente natural o producirse recombinantemente. Debe
entenderse que ambas formas pueden ser Utiles. De forma similar, los autores de la presente invencién no
especifican repetidamente que el polipéptido puede ser de origen humano o no humano. Si bien puede haber
ventajas en la administracion de una proteina humana, la invencion no es tan limitada.

Los agentes que promueven la expresion de a1-antitripsina incluyen moléculas de acido nucleico que codifican un
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polipéptido de a1-antitripsina natural completo o un fragmento biolégicamente activo u otro mutante del mismo. Las
moléculas de acido nucleico pueden incluir elementos reguladores tales como promotores constitutivamente activos
o especificos de tejido para facilitar la expresion de la secuencia que codifica AAT. Se conocen en la técnica muchos
vectores adecuados, que incluyen vectores plasmidicos y virales, y pueden utilizarse para administrar las presentes
moléculas de acido nucleico a pacientes. Las moléculas de acido nucleico también pueden incluir secuencias que
sirven como indicadores o etiquetas o secuencias que aumentan la vida media circulante de un polipéptido AAT al
que se unen (p.ej., una porcion de una inmunoglobulina (p.ej., una region Fc) o una albumina (p.ej., albumina
humana). El fragmento o mutante biolégicamente activos tienen actividad inhibidora de a1-proteinasa.

Los agentes que promueven la actividad de a1-antitripsina incluyen agentes que promueven la secrecion de a1-
antitripsina (p.ej., PBA). Sin embargo, tales agentes no estan especificamente incluidos en la presente invencion
como agentes que promueven la expresion o actividad de a1-antitripsina.

La invencion abarca terapias combinadas. Por ejemplo, los pacientes pueden tratarse con un inhibidor de 1-
proteinasa (p.ej., Aralast™) y un agente antiinflamatorio (p.ej., un agente que inhibe selectivamente el TNFa o un
radical dentro de la ruta de sefializacién de TNFa). Por ejemplo, el agente que inhibe el TNFa es un anticuerpo anti-
TNFa, que puede ser un anticuerpo humano, humanizado, quimérico o monocatenario. El anticuerpo también puede
ser un anticuerpo policlonal o monoclonal. Los anticuerpos anti-TNFa que estan disponibles actualmente y que
pueden utilizarse en los métodos descritos en la presente memoria incluyen adalimumab (Humira™) e infliximab
(Remicade™). Estos anticuerpos se prescriben actualmente para el tratamiento de la artritis reumatoide o la artritis
psoriasica. Otros anticuerpos utiles incluyen CDP571, que es un anticuerpo anti-TNFa monoclonal humanizado;
D2E7, que es un anticuerpo monoclonal anti-TNF humano; y CDP870 (certolizumab pegol), que es un fragmento de
anticuerpo pegilado anti-TNFa (FAb). CDP870 se ha utilizado en ensayos clinicos para el tratamiento de la artritis
reumatoide y la enfermedad de Crohn.

Alternativamente, o ademas, los pacientes pueden tratarse con un inhibidor de a1-proteinasa y, como un agente que
inhibe selectivamente un radical dentro de la ruta de sefalizacion de TNFa, un antagonista del receptor de TNFa
soluble. Los agentes utiles pueden ser solubles e incluir una porcion suficiente del receptor de TNFa para unirse a
TNFa. Estos antagonistas pueden incluir una porciéon heteréloga (es decir, una porcion no relacionada con el
receptor de TNFa) que puede aumentar la semivida circulante del antagonista. Por ejemplo, los antagonistas pueden
incluir una molécula de Tipo inmunoglobulina, como la incluida en etanercept (Enbrel™). También se puede utilizar
Enbrel™ per se . En otras realizaciones, la porcion heteréloga del antagonista puede ser una albdmina (p.ej.,
albumina sérica humana) o polietilenglicol. El antagonista puede ser un factor de necrosis tumoral soluble PEGilado
tipo | (PEG-sTNF-RI) per se o puede incluir o consistir en la porcidon p55 del receptor encontrado en este antagonista
(véase, p.gj., Edwards y col., Adv. Drug. Delivery Res. 55:1315-1336, 2003).

Alternativamente, o ademas, los pacientes pueden tratarse con un inhibidor de a1-proteinasa y, como un agente que
inhibe selectivamente un radical dentro de la ruta de sefializacion de TNFa, un inhibidor de TACE (enzima
conversora de TNFa). Sin embargo, las composiciones que contienen un inhibidor de a1-proteinasa y un inhibidor de
TACE como inhibidor de un radical dentro de la ruta de sefializacion de TNFa no estan especificamente incluidas en
la invencion.

Otros inhibidores de TNFa, aunque no estan especificamente incluidos en la presente invencion, incluyen agentes
que inhiben selectivamente la expresion de TNFa, tales como moléculas de ARN que median ARNi (p.gj., un ARNip
o ARNhp selectivo de TNFa) y oligonucleotidos antisentido. Mas especificamente, se puede administrar una
molécula que media ARNi (p.ej., un acido nucleico de interferencia corto (ANip), un ARN de interferencia corto
(ARNip), un ARN de doble hebra (ARNdh) o un ARN en horquilla corto (ARNhp) como se describe en la publicacion
de la Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 20050227935.

La expresion o actividad de TNFa también puede ser selectivamente inhibida por pequefios compuestos organicos o
inorganicos (p.ej., LMP420; Haraguchi et al., AIDS Res. Ther. 3:8, 2006), talidomida o un analogo de talidomida, o un
inhibidor de fosfodiesterasa tipo IV. Cuando se utilizan compuestos organicos pequefios y productos farmacéuticos
como la talidomida, también se puede utilizar un profarmaco.

Alternativamente, o ademas, los pacientes pueden tratarse con un antagonista de una citoquina inflamatoria tal como
IL-1, IL-6 o IL-8. Por ejemplo, se puede utilizar anakinra (Kineret™) para inhibir IL-1.

Otros agentes utiles en los métodos descritos en la presente memoria (p.ej., en combinacion con un AAT) incluyen
agonistas de un receptor de péptido similar al glucagon (GLP) (p.ej., GLP-1) o de un receptor de exendina. Por
ejemplo, el agonista del receptor de GLP o el agonista del receptor de exendina puede ser exendina-3, exendina-4 o
GLP-1 (7-36)-amida.

Otros agentes utiles en los métodos descritos en la presente memoria (p.ej. en combinacion con un AAT) incluyen
antagonistas de CD3 (p.ej., un anticuerpo anti-CD3).

El nimero de pacientes en riesgo de desarrollar diabetes es sustancial. En una muestra representativa de adultos
estadounidenses de 40 a 74 afios de edad, que fueron evaluados durante el periodo de 1988 a 1994, 33,8 por ciento
tenia GAA, 15,4 por ciento tenia TAG y 40,1 por ciento tenia prediabetes (TAG o GAA o ambos). Aplicando estos
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porcentajes a la poblacién de EE.UU. en el afio 2000, aproximadamente 35 millones de adultos de 40 a 74 afos
tendrian GAA, 16 millones tendrian TAG y 41 millones tendrian prediabetes.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se describen en el dibujo, la descripcion detallada, los
ejemplos y las reivindicaciones.

Breve descripcion del dibujo

La Figura 1 es un par de graficos de barras que representan los resultados obtenidos de los estudios de sefializacion
de la insulina en el musculo esquelético. El grafico superior representa la fosforilacion del receptor de insulina (IR) y
el grafico inferior representa la fosforilacion del receptor de insulina 1 (IRS-1) en animales de control, diabéticos y
tratados.

Descripcion detallada

Las composiciones y métodos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para tratar pacientes que son
resistentes a la insulina. Estos pacientes resistentes a la insulina son aquellos que tienen diabetes Tipo 2 (una
afeccion que se sabe que esta asociada con la resistencia a la insulina), individuos que estan en riesgo de
desarrollar diabetes Tipo 2 y pacientes diagnosticados de sindrome metabodlico.

Los pacientes con deficiencia de insulina con diabetes Tipo 1, funcién de islotes marginales y resistencia a la insulina
no estan incluidos en la presente invencion.

Los autores de la presente invencion han encontrado que un curso corto de AAT restablece la normoglucemia en
ratones NOD diabéticos de inicio reciente, un modelo desalentador y clinicamente predictivo para la diabetes Tipo 1.
Muchos agentes han demostrado ser efectivos en la prevencion de la diabetes franca cuando se administran
después de que haya signos tempranos de autoinmunidad, pero muy pocos de estos agentes son efectivos después
del inicio de la hiperglucemia. Algunos, pero no muchos, de estos agentes funcionan después del establecimiento
del dario significativo de las células de los islotes antes de los niveles elevados de glucosa en sangre.

Los autores de la presente invencidon proponen los regimenes terapéuticos de AAT e inclusivos de AAT para el
tratamiento de la diabetes de inicio reciente. Por ejemplo, los regimenes terapéuticos de AAT e inclusivos de AAT
pueden utilizarse para tratar pacientes en los que las pruebas de laboratorio revelan evidencia de autoinmunidad
diabetogénica. Esa evidencia actualmente incluye autoanticuerpos especificos de islotes, y se estan desarrollando
ensayos de células T relevantes. Como se observa aqui, los pacientes susceptibles de tratamiento incluyen aquellos
que exhiben pérdida o insuficiencia funcional de células 3 pancreaticas. Estos pacientes, particularmente cuando
también exhiben tolerancia alterada a la glucosa, estan en riesgo de desarrollar diabetes Tipo 1 o se encuentran en
el punto de inflexién entre un estado diabético y no diabético. Un experto en la técnica reconocera que hay una
progresion proxima de eventos asociados con la enfermedad y que los pacientes pueden tratarse en diversos puntos
durante el seguimiento.

Si bien las presentes composiciones y métodos descritos en la presente memoria estan claramente contemplados
para su uso en pacientes humanos, la invencion no esta tan limitada. Las composiciones y los métodos también se
pueden utilizar en entornos veterinarios (p.ej., para tratar un animal domesticado como un perro, gato o caballo).

Los métodos pueden incluir, aunque no necesariamente, etapas para determinar si un paciente es resistente o no a
la insulina o tiene otra afeccién descrita en la presente memoria tratable con AAT o como se describe por otra parte
en la presente memoria. Por lo tanto, los métodos pueden incluir, pero no necesariamente, una etapa en la que se
identifica un paciente y una etapa en la que se administran uno o mas agentes terapéuticos. La identificacion del
paciente puede comenzar con un examen fisico y la consideracion de los sintomas del paciente. Los pacientes que
han adquirido diabetes, o que estan en el proceso de convertirse en diabéticos, a menudo se quejan de polifagia,
polidipsia y poliuria. También pueden quejarse de nauseas, con o sin vomitos. Mientras que los pacientes que son
resistentes a la insulina o que son prediabéticos pueden no tener sintomas de diabetes, existen formas graves de
resistencia a la insulina que producen manchas oscuras en la piel, generalmente en la parte posterior del cuello o
alrededor del cuello. También puede haber manchas oscuras en los codos, rodillas, nudillos y axilas. Esta afeccion
se llama acantosis nigricans. Con cualquiera de estos sintomas, y teniendo en cuenta los antecedentes familiares
del paciente, un médico u otro profesional de la salud pueden solicitar analisis de sangre, como los que se describen
a continuacion, para evaluar la cantidad de azucar e insulina en la sangre del paciente

Los pacientes que son resistentes a la insulina no pueden utilizar la insulina como deberian. Las pruebas
actualmente disponibles pueden indicar si un paciente dado es resistente a la insulina. Por ejemplo, para evaluar la
tolerancia a la insulina, a un paciente se le administra insulina, y su respuesta se evalla controlando los cambios
resultantes en los niveles de glucosa en sangre. La pregunta es si la glucosa en sangre cae como se esperaria para
un paciente sano o no diabético o si permanece alta o mas alta de lo esperado. Cuando la glucosa en sangre no cae
como se esperaria, el paciente exhibe resistencia a la insulina. Se conocen varios ensayos especificos en la técnica
y se pueden utilizar para detectar resistencia a la insulina. Por ejemplo, se pueden inyectar 0,1 unidades/kg de
insulina cristalina por via intravenosa y se pueden extraer muestras de sangre para medir la glucosa a
aproximadamente -5, 0, 3, 5, 10 y 15 minutos con respecto al momento de la inyeccion. La resistencia a la insulina
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se puede calcular utilizando la pendiente de los niveles de glucosa en sangre descendente (SI1). En un estudio, se
encontrd que las mujeres sanas tenian un SI1 de 0,58 (el intervalo era de 0,53-0,63) (Sin et al., Revista medica de
Chile 124:931-937, 1996). Los investigadores que llevaron a cabo este estudio concluyeron que la prueba de
tolerancia a la insulina es un buen método para medir la resistencia a la insulina y tiene una buena correlacion con la
prueba de tolerancia a la glucosa intravenosa frecuentemente muestreada.

Debido a que la prueba de tolerancia a la insulina puede causar que algunos pacientes experimenten sintomas
desagradables, también se puede utilizar una prueba de tolerancia a la insulina "corta". Esta prueba es
particularmente util cuando un gran ndmero de sujetos requieren examenes de escrutinio o cuando el nivel de
glucosa en ayunas del paciente es normal. La prueba "corta" emplea una dosis mas baja de insulina que la inyeccion
en bolo convencional de 0,1 unidades/kg o la infusidon administrada en una pinza hiperinsulinémica euglucémica, y
las mediciones se registran durante un periodo de tiempo mas corto. Por ejemplo, se puede medir la sensibilidad a la
insulina utilizando la pendiente de la concentraciéon arterial de glucosa en sangre de aproximadamente 3 a 15
minutos después de un bolo intravenoso de insulina de accion corta (0,05 unidades/kg de peso corporal). Véase
Gelding et al., Clin. Endocrinol. (Oxf.) 40:611-615, 1994).

Los pacientes que tienen diabetes no tratada, ya sea de Tipo 1 o Tipo 2, son hiperglucémicos (es decir, exhiben,
preferiblemente en mas de una ocasion, un nivel de glucosa en sangre elevado a un nivel tipicamente observado en
pacientes diabéticos). Los niveles de glucosa en sangre pueden evaluarse de varias maneras. Por ejemplo, un
paciente puede ser sometido a una prueba de tolerancia a la glucosa. Esta prueba es bien conocida y se realiza
rutinariamente. El paciente ayuna antes de extraer una muestra de sangre a tiempo cero (momento inicial). La
sangre se extrae al menos una vez mas después de que el paciente consume una bebida estandarizada con alto
contenido de glucosa. Los intervalos y el nimero de muestras tomadas pueden variar de acuerdo con el propdésito de
la prueba. Para el escrutinio simple de la diabetes, generalmente se considera que la muestra mas importante se
obtiene dos horas después de que se haya consumido la glucosa. Sin embargo, se pueden tomar muestras
adicionales en diferentes momentos (p.ej., 30 minutos, una hora, dos horas y tres horas) después de que se haya
consumido la glucosa. La persona que se somete a la prueba comienza la prueba en ayunas, sin comida ni bebida,
excepto agua, por lo general durante al menos las ultimas ocho horas (p.ej., las ultimas 10 a 16 horas o las Ultimas 8
a 14 horas). Después de que se extrae la muestra de sangre inicial, al paciente se le administra glucosa,
generalmente en forma de bebida (tipicamente 1,75 gramos de glucosa por kilogramo de peso corporal, hasta una
dosis maxima de 75 g, a las mujeres embarazadas se les puede proporcionar mas). Las muestras de sangre se
extraen de nuevo a intervalos variables (p.ej.,, como se sefialé anteriormente). Ciertas actividades, como fumar,
afectan el resultado y se debe advertir a los pacientes que eviten esas actividades.

En una persona no diabética, los niveles de glucosa en la sangre aumentan después de beber la bebida que
contiene glucosa, pero luego vuelven rapidamente a la normalidad porque la insulina se produce en respuesta a la
glucosa y la insulina tiene su efecto normal de disminuir la glucosa en sangre. En un paciente diabético, los niveles
de glucosa aumentan mas de lo normal después de beber la bebida de glucosa y descienden a niveles normales
mucho mas lentamente porque la insulina no se produce (lo que indica Diabetes Tipo 1) o las células del paciente
son resistentes a la insulina (lo que indica diabetes Tipo 2).

Un experto en la técnica sera capaz de interpretar los resultados de una prueba de tolerancia a la glucosa, que
incluye la prueba de tolerancia a la glucosa oral que se acaba de describir. La siguiente informacién se proporciona
como guia, y no pretende limitar el alcance de la invencion.

La glucosa en plasma en ayunas de un paciente debe estar por debajo de 6,1 mmoles/l (110 mg/dl). Los niveles en
ayunas entre 6,1 y 7,0 mmoles/l (110 y 126 mg/dl) estan en el limite. Se puede decir que estos pacientes tienen un
nivel alterado de glucosa en ayunas y pueden estar en riesgo de desarrollar diabetes Tipo 1 o Tipo 2. Los niveles en
ayunas que son repetidamente de 7,0 mmoles/l (126 mg/dl) o mas son diagndsticos de diabetes. Estos pacientes
pueden describirse como hiperglucémicos. El nivel de glucosa a las 2 horas debe estar por debajo de 7,8 mmolesl/I
(140 mg/dl). Los niveles entre esto y 11,1 mmoles/l (200 mg/dl) indican tolerancia alterada a la glucosa. Como se
indica en la presente memoria, los pacientes que presentan tolerancia alterada a la glucosa corren el riesgo de
desarrollar diabetes. La diabetes puede ser diabetes Tipo 2 o, cuando el paciente tiene antecedentes familiares de
diabetes Tipo 1 y/o evidencia de pérdida de células pancreaticas (3, el riesgo es mayor para la diabetes Tipo 1. Los
niveles de glucosa superiores a 11,1 mmoles/l (200 mg/dl) en la marca a las 2 horas confirman la hiperglucemia y el
diagnéstico de diabetes. Para mayor comodidad, estas cifras se presentan en la siguiente Tabla.
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Criterios de la OMS para la diabetes 1999 - interpretacion de la prueba de tolerancia oral a la glucosa

Glicemia alterada en Tolerancia alterada a la . .
Diabetes Mellitus
) ayunas glucosa
Niveles de glucosa NORMAL
(G.AA) (T.AG) (D.M.)
Plasma venoso | Ayunas |2 horas Ayunas 2 horas Ayunas 2 horas Ayunas |2 horas
(mmoles/l) <6,1 <7,8 26,1y <7,0 <7,8 <7,0 27,8 27,0 211,1
(mg/d) <110 <140 2110y <126 <140 <126 2140 2126 2200

Si bien la glucosa se administra con frecuencia por via oral, se puede administrar por via intravenosa. La
administracion intravenosa esta indicada cuando un médico sospecha anomalias tempranas de la secreciéon de
insulina en estados prediabéticos.

Una mujer tiene diabetes gestacional cuando esta embarazada y tiene dos de los siguientes: una glucosa en plasma
en ayunas de mas de 105 mg/dl, un nivel de glucosa de 1 hora de mas de 190 mg/dl, un nivel de glucosa de 2 horas
de mas de 165 mg/dl, o un nivel de glucosa de 3 horas de mas de 145 mg/dl.

Si los resultados de una prueba de tolerancia a la glucosa indican diabetes o riesgo de diabetes, la prueba utilizada
puede repetirse un dia diferente para mejorar la confianza en el diagnostico. También se puede utilizar una
combinacion de diferentes pruebas. Por ejemplo, si un analisis de sangre revela un nivel de glucosa igual o superior
a 200 mg/dl en alguin momento de una prueba oral de tolerancia a la glucosa, la prueba puede repetirse y/o se
pueden analizar los niveles de glucosa en plasma en ayunas.

En la prueba de glucosa en plasma en ayunas, la glucosa en sangre de una persona se mide una vez después de un
ayuno de ocho a 12 horas. Una persona con glucosa en sangre normal tiene un nivel de glucosa en sangre por
debajo de 100. Una persona con glucosa alterada en ayunas tiene un nivel de glucosa en sangre entre 100 y 125
mg/dl. Si el nivel de glucosa en sangre en ayunas aumenta a 126 mg/dl o mas, la persona tiene diabetes. Como
cuestion preliminar, se puede realizar una prueba de glucosa en plasma incluso si el paciente no ha ayunado.

Si bien los métodos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para tratar pacientes que tienen diabetes
Tipo 1 o Tipo 2, se puede desear probar las caracteristicas clasicamente asociadas con una u otra forma. Una de
estas caracteristicas es el nivel circulante de insulina. Por lo tanto, antes de tratar a un paciente, se puede
determinar si ese paciente tiene hiperglucemia e hipoinsulinemia (lo que indica diabetes Tipo 1) o hiperglucemia y un
nivel normal o elevado de insulina (hiperinsulinemia, que indica diabetes Tipo 2).

Una prueba de laboratorio disponible actualmente para distinguir la diabetes Tipo 1 de la de Tipo 2 es la prueba del
péptido C, que detecta la cantidad de insulina que se produce en el cuerpo. La resistencia a la insulina, determinada
por una prueba de tolerancia a la insulina también se puede utilizar, con una falta de resistencia a la insulina, en el
contexto de esa prueba, lo que sugiere diabetes Tipo 1. Mas especificamente, niveles bajos o ausentes de péptido C
indican que la produccion de insulina esta disminuida o no existe. Niveles por debajo del intervalo normal de 0,5 a
3,0 ng/ml de plasma significa que la produccién de insulina se ha ralentizado de manera anormal.

Ademas de la falta de produccién de insulina, se pueden buscar otras pruebas de pérdida o insuficiencia funcional
de células P pancreaticas en pacientes con diabetes Tipo 1. Estos pacientes pueden exhibir, por ejemplo,
anticuerpos contra algin componente de una célula de islote. Los anticuerpos primarios que se encuentran en 90%
de los diabéticos de Tipo 1 son contra las proteinas citoplasmicas de las células de los islotes. Estos anticuerpos se
han denominado ICCA (anticuerpos citoplasmicos de las células de los islotes). En los no diabéticos, la frecuencia
de ICCA es solo del 0,5% - 4%. La presencia de ICCA es un predictor muy preciso del desarrollo futuro de DMID.
Por lo tanto, se puede evaluar el contenido de anticuerpos en el curso del diagnostico de pacientes en riesgo de
desarrollar diabetes Tipo 1. Ya sea una causa directa o un efecto de la destruccion de las células de los islotes, el
titulo de los ICCA tiende a disminuir con el tiempo. Los autoanticuerpos dirigidos contra antigenos de la superficie de
las células de los islotes (ICSA) también se han descrito en hasta 80% de los diabéticos de Tipo 1. De forma similar
a ICCA, el titulo de ICSA disminuye con el tiempo. Se ha identificado que algunos pacientes con diabetes Tipo 2 son
positivos para ICSA. También se han identificado anticuerpos contra la acido glutamico descarboxilasa (GAD) en
mas de 80% de los pacientes diagnosticados recientemente de DMID, y los anticuerpos anti-GAD disminuyen con el
tiempo en los diabéticos Tipo 1. La presencia de anticuerpos anti-GAD es un fuerte predictor del desarrollo futuro de
DMID en poblaciones de alto riesgo. Se han identificado anticuerpos antiinsulina en pacientes con DMID y en
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familiares con riesgo de desarrollar DMID. Estos anticuerpos son detectables incluso antes del inicio de la terapia
con insulina en diabéticos de Tipo I, y se han encontrado en aproximadamente 40% de los nifios pequefios con
DMID.

Otra caracteristica mas que se puede evaluar es la respuesta del paciente a la insulina. Una respuesta de glucosa
en sangre normal o ligeramente alterada a la insulina indica diabetes Tipo 1, mientras que una respuesta atenuada
indica diabetes Tipo 2. La prueba de tolerancia a la insulina se describié anteriormente en el contexto de la
resistencia a la insulina.

La cetoacidosis diabética (CAD) es una consecuencia de la diabetes mellitus severa, incontrolada. Como resulta de
una deficiencia relativa de insulina, es un indicador de diabetes Tipo 1. La CAD puede estar presente antes del
diagnéstico y puede ayudar en el diagndstico, pero también puede aparecer después del diagndstico como una
indicacién de que el régimen terapéutico es inapropiado o no se ha seguido bien. Por ejemplo, la CAD puede
aparecer cuando un paciente deja de tomar la insulina prescrita. Los requerimientos de insulina pueden aumentar
debido al estrés fisiologico (p.ej., una infeccidn), que a su vez causa la liberacién de catecolaminas, glucagén y
cortisol.

La dependencia de insulina también es un indicador de diabetes Tipo 1. Cuando un paciente es dependiente de
insulina, muestra una dependencia de la insulina para obtener niveles de glucosa en sangre dentro de, o mas cerca
de, un intervalo normal (es decir, un intervalo generalmente observado en individuos sanos o no diabéticos)).
Actualmente, los pacientes con diabetes Tipo 1 deben tomar insulina.

Si bien se han revisado anteriormente muchas caracteristicas de la diabetes Tipo 2, los autores de la presente
invencion reiteran que los métodos descritos en la presente memoria pueden incluir la identificacién, suministro o
reconocimiento de un paciente con diabetes Tipo 2 basandose en la presencia de hiperglucemia con uno o mas de:
(a) un nivel normal o elevado de insulina; (b) otra evidencia de mantenimiento de células beta (p.ej., una falta de
anticuerpos anti-células de los islotes); (c) una respuesta de glucosa en sangre atenuada a la insulina; y (d) un
historial familiar de diabetes Tipo 2. Con respecto al tratamiento de un paciente que esta en riesgo de desarrollar
diabetes Tipo 2 (p.ej., un paciente cuyo riesgo se determina que es elevado por encima del riesgo de los ciudadanos
en general o por encima de un subgrupo identificado de ciudadanos en general al que pertenece el paciente), los
métodos descritos en la presente memoria pueden incluir identificar, proporcionar o reconocer a un paciente con: (a)
tolerancia alterada a la glucosa, con o sin caracteristicas del sindrome metabdlico; (b) tolerancia a la glucosa normal
o alterada con hiperinsulinemia; y/o (c) tolerancia alterada a la glucosa con antecedentes familiares de diabetes Tipo
2. Por ejemplo, el paciente puede tener un nivel de glucosa en sangre que es elevado, pero todavia no en el
intervalo diabético, y un nivel de péptido C dentro o por encima de un intervalo normal apropiado. Los niveles de
glucosa en sangre y los niveles de péptido C se describen en general anteriormente.

Una prueba que se puede realizar para identificar cualquier paciente resistente a la insulina es la prueba Mal1. Por
consiguiente, los métodos descritos en la presente memoria pueden incluir una etapa de identificacion, suministro o
reconocimiento de un paciente que es resistente a la insulina, o en riesgo de serlo, en base a esta prueba. Las
transcritos Mal1 o una proteina Mal1 pueden detectarse en una muestra de tejido obtenida del paciente. Incluso un
pequefio aumento (p.ej., un aumento de al menos 5% en el nivel de transcritos o proteinas Mal1) en la muestra de
tejido en comparacion con un tejido de control apropiado indica que el paciente tiene, o esta en riesgo de desarrollar
resistencia a la insulina. El transcrito de Mal1 puede incluir el SEQ ID NO: 4 o el complemento del mismo como se
describe en la Patente de los Estados Unidos Num. 7.056.662.

Mal1 es una proteina de unién a acidos grasos (FABP). Las proteinas de esta familia de pequefas proteinas
citoplasmaticas funcionan para transportar lipidos dentro de las células. El gen que codifica Mal1 esta regulado al
alza en carcinogénesis cutanea de etapas multiples, y el producto génico se expresa en adipocitos asi como en otros
tipos celulares tales como macréfagos. Como se indicod anteriormente, el aumento de expresion de Mal1 se puede
utilizar para identificar pacientes susceptibles de tratamiento como se describe en la presente memoria. Ademas, se
puede utilizar un inhibidor de Mal1 combinado con cualquiera de los regimenes terapéuticos descritos en la presente
memoria. Por ejemplo, un inhibidor de Mal1 se puede administrar con una AAT y/o un agente antiinflamatorio tal
como un inhibidor de TNFa. La disminucién de la expresiéon o actividad de Mal1 inhibe el desarrollo de obesidad,
resistencia a la insulina, diabetes, dislipidemia y aterosclerosis. El inhibidor de Mal1 puede inhibir la transcripcion de
Mal1 enddgeno, por ejemplo, uniéndose a una secuencia reguladora que actia en cis del gen Mal1 y disminuyendo
la transcripcion de Mal1. Alternativamente, el compuesto puede ser uno que inhiba la traduccién del ARNm de Mal1
a un producto del gen Mal1 (p.gj., un acido nucleico antisentido complementario a una porcion suficiente de ARNm
de Mal1). También se pueden utilizar acidos nucleicos que producen acidos nucleicos antisentido y pueden ser
dirigidos, por ejemplo, por promotores especificos de adipocitos o0 macréfagos).

El sindrome metabdlico se caracteriza por un grupo de factores de riesgo metabdlicos, algunas de cuyas
combinaciones (p.€j., dos, tres 0 mas) se manifiestan en un individuo. Las caracteristicas identificativas incluyen el
sobrepeso o la obesidad, particularmente la obesidad abdominal (es decir, exceso de tejido adiposo en y alrededor
del abdomen); dislipidemia aterogénica; hipertension; resistencia a la insulina y/o intolerancia a la glucosa; un estado
protrombatico; y un estado proinflamatorio. La dislipidemia aterogénica se refiere a un trastorno de la grasa en la
sangre que fomenta la acumulacion de placa en las paredes arteriales. La dislipidemia puede ocurrir, por ejemplo,
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cuando un paciente tiene niveles altos de triglicéridos, bajos niveles de colesterol HDL ("bueno") y altos niveles de
colesterol LDL ("malo"). La hipertension (o presion arterial elevada) se asocia fuertemente con la obesidad y
comunmente ocurre en pacientes resistentes a la insulina. Por lo tanto, la hipertensiéon se enumera cominmente
entre los factores de riesgo metabdlicos. Aunque algunos investigadores creen que la hipertension es menos
"metabdlica" que otros componentes del sindrome metabdlico, parece haber consenso en que la hipertension debe
considerarse un factor de riesgo para el sindrome metabdlico. Un estado protrombético es cualquier afeccion que
predispone a un paciente a la trombosis venosa o arterial. Por ejemplo, un paciente puede tener niveles altos de
fibrindgeno o inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) en la sangre. Un estado proinflamatorio esta
presente cuando se eleva el nivel de proteina C-reactiva (o CRP, que no debe confundirse con la proteina C) en
sangre. Existe una conexién entre la obesidad y el estado proinflamatorio porque el exceso de tejido adiposo libera
citoquinas inflamatorias que pueden provocar niveles mas altos de PCR. Los estados protrombotico y proinflamatorio
también pueden estar interconectados metabdlicamente. Mas especificamente, al evaluar a un paciente para
determinar la presencia de sindrome metabdlico, se puede buscar una circunferencia de cintura elevada (40
pulgadas (102 cm) o mas en hombres; 35 pulgadas (88 cm) o mas en mujeres); triglicéridos iguales o superiores a
150 mg/dL; colesterol HDL a menos de 40 mg/dL en hombres y menos de 50 mg/dL en mujeres; presion arterial
elevada a 130/85 mm Hg o mas; y una glucosa elevada en ayunas igual o superior a 100 mg/dL. Se encuentra
disponible una discusién adicional sobre las caracteristicas del sindrome metabdlico en la bibliografia cientifica
(véase, p.gj., Grundy et al. (Circulation 109: 433-438, 2004). También se pueden consultar los criterios propuestos
por el National Colesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel Il (ATP 1ll) (Grundy) et al., mas arbina)
y la American Heart Association y las recomendaciones del National Heart, Lung and Blood Institute. Otras
afecciones asociadas con el sindrome incluyen inactividad fisica, envejecimiento, desequilibrio hormonal y
predisposicion genética.

Los pacientes diagnosticados de sindrome metabdlico corren un mayor riesgo no solo de diabetes Tipo 2, sino
también de enfermedad coronaria y otras enfermedades relacionadas con la acumulaciéon de placa en las paredes
arteriales (p.€j., accidente cerebrovascular (ACV o "ictus") y enfermedad vascular periférica).

Los pacientes que no son resistentes a la insulina pero que estan en riesgo de desarrollar diabetes Tipo 1 también
pueden tratarse mediante los métodos descritos en la presente memoria. Mientras que muchas caracteristicas de la
diabetes Tipo 1 se han revisado anteriormente, los autores de la presente invencién reiteran que los métodos
descritos en la presente memoria pueden incluir identificar, proporcionar o reconocer a un paciente en riesgo de
desarrollar diabetes Tipo 1 basandose en: (a) antecedentes familiares de diabetes Tipo 1, con o sin tolerancia
alterada a la glucosa y/o (b) tolerancia alterada a la glucosa y evidencia de pérdida o insuficiencia funcional de
células B pancreaticas.

El término diabetes "secundaria" se ha utilizado para referirse a los niveles elevados de azucar en la sangre de otra
afeccion médica (es decir, una afeccion diferente a la diabetes per se). La diabetes secundaria puede desarrollarse,
por ejemplo, cuando el tejido pancreatico responsable de la produccion de insulina esta ausente porque es destruido
por una enfermedad distinta a la diabetes, como pancreatitis cronica, traumatismo o extirpacion quirdrgica del
pancreas. La diabetes también puede ser el resultado de otras alteraciones hormonales, como la producciéon
excesiva de la hormona del crecimiento, como ocurre en la acromegalia y el sindrome de Cushing. En la
acromegalia, un tumor de la glandula pituitaria en la base del cerebro causa una produccion excesiva de la hormona
del crecimiento, lo que lleva a la hiperglucemia. En el sindrome de Cushing, las glandulas suprarrenales producen un
exceso de cortisol, que promueve la elevacion de azucar en la sangre. Ademas, ciertos medicamentos pueden
empeorar el control de la diabetes o desenmascarar la diabetes latente. Esto se observa con mayor frecuencia
cuando se toman medicamentos esteroides (corticosteroides, incluida la prednisona y la cortisona) y también con
medicamentos utilizados en el tratamiento de la infeccion por VIH (el virus asociado con ARC y SIDA). Los pacientes
que tienen diabetes secundaria, o que estan en riesgo de desarrollar diabetes secundaria, se pueden tratar como se
describe en la presente memoria (p.ej., con una AAT o con una AAT y un agente antiinflamatorio (p.ej., un inhibidor
de TNFa) y/o un inhibidor de Mal1). Como con otras poblaciones de pacientes descritas en la presente memoria, los
métodos descritos en la presente memoria pueden incluir o no una etapa de identificacion (p.ej., diagnostico) de un
paciente que tiene diabetes secundaria o que esta en riesgo de desarrollar diabetes secundaria. Los métodos
pueden abarcar el tratamiento sin referencia al diagnéstico.

Los regimenes de tratamiento requieren la administracion de AAT, un fragmento biolégicamente activo u otro
mutante del mismo, o un agente que promueva la expresion o actividad de AAT.

AAT es una proteina que se encuentra en el plasma y que, debido a sus propiedades estructurales y funcionales, se
clasifica en la superfamilia de serpinas (inhibidores de la serina proteasa). Es debido a su efecto inhibidor de serina
proteasa que AAT también se conoce como inhibidor de a1l-proteinasa. Puesto que AAT es responsable de
aproximadamente 90% de la capacidad de inhibicién triptica del plasma normal, también se denomina serpina
principal del plasma. La actividad inhibidora de las AAT respecto a la elastasa es particularmente importante.

La AAT es principalmente una proteina protectora; protege las células de las enzimas proteoliticas liberadas. Se
sintetiza en el higado y se secreta al plasma, donde tiene una semivida de aproximadamente seis dias. La
concentracion normal de AAT en plasma es de aproximadamente 1,3 g/l.
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La AAT humana es un polipéptido monocatenario de 394 residuos de aminoacidos con tres posiciones de
glucosilacion en los residuos de asparragina de las posiciones 46, 83 y 247. La sializacion es descrita por Carrell et
al. (Nature 298:329-334, 1982). Existen al menos dos formas de AAT en plasma. En una forma, se eliminan los cinco
residuos de aminoacidos mas N-terminales. Se han encontrado cambios sustanciales en la proporcion relativa de las
diversas isoformas en caso de inflamacion y en respuesta a estrogenos (véase Patterson, Comp. Biochem. Physiol.
100:439-454, 1991).

La AAT inhibe las serina proteasas formando complejos con las proteasas que bloquean su actividad. La propia AAT
es inhibida por los radicales liberados que se forman en el curso de la inflamacién. Cuando la AAT se bloguea en las
inmediaciones de la inflamacion, las proteasas tales como la elastasa y la catepsina G estan mas disponibles para
atacar las células bacterianas que puedan estar causando la inflamacion. Sin embargo, un lugar donde la
inactivacion de AAT puede ser perjudicial es en los pulmones. Si la AAT, que ayuda a proteger la superficie de los
pulmones, particularmente en el tracto respiratorio inferior, estd comprometida (p.ej., por deficiencia genética o
radicales libres contenidos en el humo del cigarrillo), el tejido pulmonar puede dafiarse y se puede producir enfisema
0 se puede exacerbar. Por lo tanto, la AAT se ha desarrollado como una terapia para el tratamiento del enfisema
(véase la discusion de los autores de la presente invencion referente a Aralast™). El inhibidor de a1-proteinasa
también inhibe las elastasas humanas en el pancreas y en los leucocitos. Véanse Pannell et al., Biochemistry
13:5339, 1974; Johnson et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 72:33, 1976; Del Mar et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun. 88:346, 1979; y Heimburger et al., Proc. Int. Res. Conf. Proteinase Initiators Primero, 1-21, 1970.

Se conocen mas de 70 variantes cualitativas y cuantitativas de AAT humana que se heredan como alelos co-
dominantes autosémicos. Hasta 10% de la poblacion europea puede ser portadora de una variante patologica de
AAT. Los resultados patologicos mas notables de la varianza del gen AAT son la enfermedad pulmonar degenerativa
y la enfermedad hepatica grave. También se sospecha que los trastornos renales, la artritis y las neoplasias
malignas estan relacionados con una varianza del gen AAT.

En plasma, AAT aparece tanto en forma activa como en forma inactiva (véase, p.ej., Pajdak et al., Folia
Histochemica et Cytobiologica, 24:169-172, 1986).

Existen diversos métodos para producir AAT, algunos de los cuales implican el procesamiento de diversas
fracciones de plasma (precipitado de la fraccion IV-1 de Cohn o sobrenadante A o A+1 de Kistler y Nitschmann)
(Feldman y Winkelman, Blood Separation and Plasma Fractionation, Wiley-Liss, Inc., pag. 341-383, 1991). En
esquemas mas elaborados, las fracciones de sangre respectivas se purifican por medio de celulosa DEAE (Basis et
al., Vopr. Medicina. Khim. 33:54-59, 1987), tratados con materiales cromatograficos de afinidad o con materiales
cromatograficos de intercambiador de cationes (documento EP-0 698 615-A1). Basis et al. describen un método para
purificar AAT mediante precipitacion con sulfato de amonio del plasma y posterior cromatografia de celulosa DEAE y
cromatografia de hidroxiapatita. Este método emplea mercaptoetanol, que protege la proteina contra la oxidacion de
grupos que contienen S. Después de la cromatografia de hidroxiapatita, la AAT se recupera en dos fracciones, pero
la AAT y la albumina no estan completamente separadas.

Se han desarrollado otros métodos para separar mas completamente ATT inactiva de ATT activa. Por ejemplo, se ha
obtenido AAT natural purificada cromatograficamente que tiene una pureza de al menos aproximadamente 0,7
UP/mg de proteina (determinada en un ensayo de inhibicién de elastasa) y una actividad relativa de AAT en plasma
de al menos o aproximadamente 120% (véase la Patente de Estados Unidos NUim. 6.974.792.

Estos métodos de purificacion pueden utilizarse para obtener AAT para su uso en los métodos descritos en la
presente memoria relacionados con la resistencia a la insulina y la diabetes (p.€j., en el tratamiento de un paciente
que tiene un riesgo suficientemente alto de desarrollar diabetes Tipo 1 para merecer el tratamiento). En resumen, se
puede preparar un isomero de AAT que tenga un pl de entre 4,3 y 4,4 mediante un método que incluya las etapas
de: (a) proporcionar un material de partida que contenga ATT activa e inactiva (p.ej., una fraccion de plasma
obtenida a partir del plasma humano agrupado); (b) proporcionar un sustrato de hidroxiapatita; (c) pasar el material
de partida sobre el sustrato de hidroxiapatita; y (d) eluir una preparacion de AAT biolégicamente activa que tiene un
pl de entre 4,3 y 4,4. El método puede incluir adicionalmente una etapa en la que se hace pasar la preparacion de
AAT biolégicamente activa sobre un material de intercambio aniénico en presencia de un detergente. En otros
métodos, se puede purificar AAT bioldgicamente activa mediante un procedimiento que incluye las etapas de: (a)
proporcionar una fraccion que contiene AAT de un conjunto de plasma humano; (b) ajustar el pH de la fracciéon que
contiene AAT a aproximadamente 6,5; (c) absorber la fraccion que contiene AAT acidulada en un intercambiador de
aniones cromatografico en presencia de un detergente; y (d) eluir la AAT biolégicamente activa del intercambiador
de aniones cromatografico. Los isémeros de AAT resultantes pueden tener pl de entre 4,3y 4,4

La AAT purificada se puede combinar con un diluyente fisioldgicamente aceptable (p.ej., un excipiente). Las
preparaciones farmacéuticas pueden incluir opcionalmente sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables,
tales como tampones, estabilizadores, adyuvantes, antioxidantes y sales. Adicionalmente, las preparaciones se
pueden tratar para inactivar cualquier patégeno en las mismas, y se pueden proporcionar en formas estables durante
el almacenamiento (p.ej., en forma liofilizada o como una solucién ultracongelada). Se pueden formular otras
preparaciones para administracion intravenosa o como aerosol o pulverizacion (p.ej., para la aplicacion de la
mucosa). Las preparaciones también pueden proporcionarse en asociacion con liposomas o fosfolipidos o con otras
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microparticulas o nanoparticulas. La AAT también esta disponible comercialmente. Al poner en practica los métodos
descritos en la presente memoria, se pueden utilizar inhibidores de la proteasa a1 comercialmente disponibles tales
como Aralast™, Prolastin™ o Zemaira™. La pureza de estas preparaciones que contienen AAT se ha evaluado
utilizando cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa y de exclusion por tamafios (RP-HPLC y SEC-
HPLC), electroforesis en zona capilar (CZE), electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato sddico,
electroforesis en gel capilar con dodecilsulfato sddico y analisis de transferencia Western (Cowdin et al., Curr. Med.
Res. Opin. 21:877-883, 2005). La identidad de las impurezas proteicas se determind mediante inmunonefelometria;
la funcionalidad calculando la razén de mg de A1-P1 activo presente (mediante analisis de actividad anti-elastasa de
neutrdfilos) con respecto a los mg de A1-Pl antigénico (mediante inmunonefelometria); y la normalidad del patron de
la isoforma de A1-Pl mediante isoelectroenfoque (IEF). Para el analisis, estuvieron disponibles tres muestras de
Zemaira™ y una muestra de cada uno de Aralast™ y Prolastin™. Zemaira™ tuvo la actividad especifica mas alta.
Utilizando analisis de RP-HPLC, Zemaira™ promedio 99% de pureza, Aralast™ 70% y Prolastin™ menos de 62%.
Utilizando SEC-HPLC Zemaira™ fue monomeérico en 95,98%, Prolastin™ 79,00% y Aralast™ 63,55%. La prolastina
tuvo menor actividad/mg de A1-PI antigénico que los otros dos productos. Un cambio en las isoformas en Aralast™
fue sugerido por los resultados de CZE, y fue confirmado por IEF (Cowdin et al., mas arriba).

Si bien la AAT purificada a partir de plasma humano es una forma eficaz y util de AAT, los suministros de plasma
pueden ser limitados y existe la posibilidad de contaminacion viral. De acuerdo con ello, AAT, o un fragmento
bioldgicamente activo o un mutante de la misma, pueden producirse recombinantemente en células vegetales o
animales. La AAT se puede obtener a partir de células vegetales, por ejemplo, mediante los métodos descritos en la
Patente de Estados Unidos Num. 6.127.145.

Se transformaron células de plantas monocotiledéneas con una secuencia codificante de AAT y se cultivaron en
condiciones que permitian la expresion y secrecion de proteinas. La secuencia de acido nucleico utilizada puede
optimizarse con codones para una traduccién mas eficiente en cultivos de células vegetales.

La AAT también puede producirse y purificarse a partir de la leche de un animal transgénico no humano tal como
una vaca. Se describe un método para purificar inhibidores de a1-proteinasas humanas u otros a partir de una
solucién, que puede derivarse de la leche de un animal transgénico no humano en la Patente de Estados Unidos
NUm 6.194.553, e incluye las etapas de poner en contacto la soluciéon con un sustrato de intercambio catidnico en
condiciones suficientes para unir contaminantes inhibidores de la a1-proteinasa no transgénica al sustrato mientras
que no se une sustancialmente al inhibidor de la a1-proteinasa transgénica. Se informé que el inhibidor de la a1-
proteinasa transgénica contenia tan poco como 40 pg de proteina de suero no inhibidora de a1-proteinasa por mg de
proteina total.

Como con otros agentes farmacéuticos, las sales y otros derivados de una AAT se pueden formar utilizando técnicas
convencionales. Estas sales y otros derivados pueden tener una actividad que es comparable a la de una AAT de
origen natural o una propiedad mejorada (p.ej., mejor estabilidad o actividad). Mas especificamente, se puede
preparar una sal de metal alcalino, una sal de adicién de acido o un éster utilizando métodos tales como los
utilizados convencionalmente para modificar los productos terapéuticos basados en polipéptidos.

Como se indicd, ademas de administrar un polipéptido AAT biolégicamente activo y de origen natural, se puede
administrar un fragmento bioldgicamente activo u otro mutante de AAT. El fragmento biolégicamente activo puede
diferir de una AAT de Tipo salvaje correspondiente por tan poco como 1-5 residuos de aminoacidos en el extremo N
o C o en el extremo N y C. Sin embargo, también se pueden realizar grandes deleciones. Por ejemplo, se puede
suprimir el residuo mas N-terminal; se pueden suprimir los dos residuos mas N-terminales; se pueden suprimir los
tres residuos mas N-terminales; etcétera. Como se sefiald, se puede realizar cualquier delecién N-terminal (p.ej., una
delecion de 1-10 de los residuos de aminoacidos N-terminales) junto con cualquier delecion C-terminal (p.ej., una
delecion de 1-10 de los residuos de aminoacidos C-terminales). La extension del truncamiento también se puede
expresar como un porcentaje. En ese caso, el fragmento biolégicamente activo puede diferir de una AAT de tipo
salvaje correspondiente en al menos 1-10%, al menos 11-20%, al menos 21-30% o al menos 31-40%. En este
contexto, por "al menos" X-Y% los autores de la presente invencién quieren significar al menos X% pero no mas que
Y%. Por ejemplo, el fragmento biolégicamente activo puede incluir al menos 75, 80, 85, 90, 95 0 99% de los residuos
de aminoacidos consecutivos de una AAT de tipo salvaje correspondiente. También se pueden utilizar otros
mutantes de AAT en los que las deleciones se realizan en posiciones distintas del extremo N y/o C, siempre que
permanezcan biolégicamente activas. Por ejemplo, se pueden eliminar al menos 1-5 o mas (p.gj., 10) residuos de
aminoacidos consecutivos o no consecutivos de una AAT. Al igual que con los fragmentos truncados, la delecion se
puede expresar en términos de una diferencia porcentual relativa a una AAT de tipo salvaje correspondiente. Por
ejemplo, una AAT mutante biolégicamente activa puede diferir de una AAT de tipo salvaje en al menos 1-10%, al
menos 11-20%, al menos 21-30% o al menos 31-40%. Por ejemplo, el mutante biolégicamente activo puede ser al
menos 75, 80, 85, 90, 95 o0 99% idéntico a una AAT de tipo salvaje correspondiente. Los grados de identidad
descritos anteriormente también son relevantes para ofros tipos de mutantes. Por ejemplo, un mutante AAT
bioldgicamente activo puede, ademas de, o como una alternativa a, un truncamiento o delecién interna, incluir una o
mas mutaciones por sustitucion (p.ej., un numero dado de residuos de aminoacidos, de acuerdo con el grado de
identidad expuesto anteriormente, puede reemplazarse por uno o mas residuos de aminoacidos, algunos de los
cuales, o todos, representan una sustitucion conservativa). Un mutante de AAT biolégicamente activo también puede
incluir uno o mas residuos adicionales (es decir, la AAT puede incluir una mutacioén por insercion). Por supuesto, se
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pueden incluir combinaciones de estos tipos de variantes. Por ejemplo, se podria producir una AAT en la que 1-5 de
los residuos de aminoacidos N-terminales son suprimidos y 1-5 de los residuos restantes son sustituidos por otro
residuo aminoacido. A continuacion, los autores de la presente invencién describen la administracion de AAT a un
paciente. Esto se puede lograr mediante la administracion de un polipéptido AAT per se o de una secuencia de acido
nucleico que codifica la AAT. Los autores de la presente invencion observan aqui que el acido nucleico puede ser
uno que codifica cualquiera de los polipéptidos variantes de AAT biolégicamente activos.

La AAT inhibe la actividad enzimatica de elastasa de neutrdfilos, catespina G, proteinasa 3, trombina, tripsina y
quimotripsina. En consecuencia, se puede examinar cualquier agente (p.ej., un fragmento de un polipéptido AAT, un
polipéptido mutante de AAT, o una molécula organica pequefia) para determinar su capacidad para inhibir la
actividad enzimatica de una o mas de estas enzimas. El agente puede examinarse adicionalmente en un modelo
animal (p.€j., un modelo animal de diabetes) o en un ensayo clinico.

El término "idéntico" cuando se utiliza para describir dos o mas acidos nucleicos o dos o mas polipéptidos significa
que los dos 0 mas acidos nucleicos o los dos 0 mas polipéptidos tienen las mismas secuencias de nucleétidos o
aminoacidos, respectivamente. Cuando se requiere un cierto porcentaje de identidad entre dos acidos nucleicos o
dos polipéptidos, las secuencias de nucleétidos o las secuencias de aminoacidos, respectivamente, deben tener un
numero suficiente de residuos idénticos para satisfacer el grado requerido de identidad. Las secuencias que se van a
comparar se pueden alinear para una correspondencia maxima sobre una ventana de comparaciéon o una region
designada, y la identidad se puede medir utilizando algoritmos de comparacién de secuencias BLAST o BLAST 2.0
con los parametros por defecto recomendados por el programa. El porcentaje de identidad también puede
determinarse por alineamiento manual e inspeccioén visual.

Para la comparacion de secuencias, una secuencia tipicamente actia como una secuencia de referencia con la cual
se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencias, las
secuencias de referencia y de ensayo simplemente se introducen en un ordenador, con posterioridad se designan
las coordenadas, si fuera necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencia. Se
pueden utilizar parametros de programa por defecto, y es sobre la base de esos parametros que se determina el
porcentaje de identidad para las secuencias de AAT variantes descritas en la presente memoria. El algoritmo de
comparacion de secuencia calcula a continuacion el porcentaje de identidad de secuencia para las secuencias de
ensayo con respecto a la secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

Una ventana de comparacion es un segmento de una cualquiera de las posiciones contiguas a lo largo de un
polipéptido o acido nucleico relacionado con AAT o que codifica AAT, que puede extenderse para incluir la longitud
completa de un polipéptido o acido nucleico de AAT mutante o de origen natural. Los métodos de alineamiento de
secuencias para su comparacion (p.ej., secuencias dentro de una ventana de comparacion) son bien conocidos en la
técnica. El alineamiento 6ptimo de las secuencias para la comparacién se puede llevar a cabo, por ejemplo,
mediante el algoritmo de homologia local de Smith & Waterman (Adv. Appl. Math. 2:482, 1981), mediante el
algoritmo de alineamiento por homologia de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:443, 1970), mediante la
busqueda del método de similitud de Pearson & Lipman (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988), mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de soporte
légico Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineamiento
manual e inspeccion visual (véase, p.gj., Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., Eds., Suplemento de
1995)).

Un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia asi como la similitud u
homologia de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que son descritos por Altschul et al. (Nuc. Acids
Res. 25:3389-3402, 1977) y Altschul et al. (J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990), respectivamente. BLAST y BLAST 2.0
se utilizan, con los parametros descritos en la presente memoria, para determinar el porcentaje de identidad de
secuencia para los acidos nucleicos y proteinas que codifican AAT y relacionados con AAT (es decir, variante) que
se pueden combinar y administrar para el tratamiento de un paciente como se describe en la presente memoria. El
soporte légico para realizar analisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI; direccion URL: tipo de archivo http, www host server, nombre de dominio
ncbi.nim.nih.gov).

En caso de que se deseen alinear mas de dos secuencias (p.ej., una secuencia de referencia y dos o mas
secuencias de ensayo), se puede utilizar el algoritmo PILEUP. PILEUP crea un alineamiento de secuencia multiple a
partir de un grupo de secuencias relacionadas utilizando alineamientos progresivos por pares para mostrar la
relacion y el porcentaje de identidad de secuencia. El programa se ejecuta designando secuencias especificas y sus
coordenadas de aminoacidos o nucledtidos para regiones de comparacion de secuencias y designando los
parametros del programa. Utilizando PILEUP, una secuencia de referencia se compara con otras secuencias de
ensayo para determinar la relacion de porcentaje de identidad de secuencia utilizando los siguientes parametros:
peso de espacio por defecto (3,00), peso de longitud de espacio por defecto (0,10) y espacios finales ponderados.
PILEUP puede obtenerse del paquete de soporte légico de analisis de secuencia GCG, por ejemplo, la versiéon 7.0
(Devereaux et al., Nuc. Acids Res. 12:387-395 (1984).

También hay pruebas funcionales de identidad sustancial. Por ejemplo, cuando dos secuencias de acido nucleico
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son sustancialmente idénticas, las dos secuencias o sus dos complementos hibridan entre si en condiciones
rigurosas. En condiciones rigurosas, una sonda hibridara con su subsecuencia diana (p.ej., una secuencia que
codifica una AAT de tipo salvaje), tipicamente en una mezcla compleja de acido nucleico, pero con ninguna otra
secuencia. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Las
secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mas altas. Una extensa guia para la hibridacion de
acidos nucleicos se encuentra en Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology - Hybridization with
Nucleic Probes", "Overview of principles of hybridization and the strategy nucleic acid assays" (1993) En general, las
condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5-10°C mas bajas que el punto de fusion
térmico (Tm) para la secuencia especifica a un pH de fuerza idnica definido. Las condiciones rigurosas seran
aquellas en las que la concentracion de sal es menor que aproximadamente 1,0 M de iones de sodio, tipicamente
aproximadamente de 0,01 a 1,0 M de concentracion de iones de sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura
es de al menos aproximadamente 30°C para sondas cortas (p.ej., 10 a 50 nucledtidos) y al menos aproximadamente
60°C para sondas largas (p.ej., mas de 50 nucleotidos). También se pueden lograr condiciones rigurosas con la
adicion de agentes desestabilizadores tales como formamida. Para la hibridacion selectiva o especifica, una sefial
positiva es al menos dos veces (y preferiblemente mas (p.ej., aproximadamente 10 veces) el nivel de hibridacion de
fondo. Las condiciones de hibridacion rigurosas ilustrativas pueden ser las siguientes: formamida al 50%, 5X SSC y
SDS al 1%, con incubacion a 42°C o 5X SSC, SDS 1%, con incubacién (para hibridacién) a 65°C, seguido de lavado
en 0,2X SSC y SDS al 0,1% a 65°C.

Los expertos en la técnica reconoceran que se pueden utilizar condiciones alternativas de hibridacién y lavado para
proporcionar condiciones de rigurosidad igualmente altas.

Los fragmentos y otros mutantes de AAT descritos anteriormente se han denominado biolégicamente activos y los
autores de la presente invencion quieren decir con esto que el fragmento u otros mutantes retienen actividad
suficiente para ser terapéuticamente Utiles (es decir, Utiles en el tratamiento de un paciente como se describe en la
presente memoria). Para comenzar a determinar la utilidad terapéutica, se puede administrar el fragmento de AAT u
otro mutante a un ratén NOD. Mas especificamente, se puede administrar el fragmento de AAT u otro mutante en las
circunstancias en las que se administro Aralast™ en los Ejemplos a continuacién y después examinar los niveles de
glucosa en sangre de los animales. Un fragmento biolégicamente activo u otro mutante es terapéuticamente Uutil
cuando promueve la normoglucemia. Por supuesto, antes de la aprobacion por la Administracion de Alimentos y
Farmacos y la administracion a pacientes humanos en general, dichos fragmentos u otros mutantes deben
examinarse en ensayos clinicos en seres humanos. Si se desea, se pueden llevar a cabo otros andlisis en cultivo
celular o in vitro (p.ej., se puede someter a ensayo una actividad de una AAT contra la elastasa mediante métodos
conocidos en la técnica) para recopilar datos relevantes para la actividad bioldgica.

1-AZT es un mutante mal plegado pero funcionalmente activo de AAT (Burrows et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:1796-1801, 2000). Se puede utilizar 1-AZT en las presentes composiciones y métodos descritos en la presente
memoria.

Otras variantes utiles de AAT incluyen aquellas que tienen una secuencia que es idéntica a una AAT de tipo salvaje,
natural, pero que se modifican postraduccionalmente de una manera que difiere de la AAT de tipo salvaje, natural.
Por ejemplo, debido al tipo de célula en el que se produce una AAT, ésta puede ser glicosilada de forma diferente.
Los fragmentos y otros mutantes también pueden exhibir modificaciones postraduccionales variables (p.ej.,
glicosilacion) cuando se producen recombinantemente en tipos de células variables (p.ej., en una célula bacteriana
como una E. coli vs. una célula eucariotica).

Como se indico, en lugar de, o ademas de, administrar AAT o una de las variantes de AAT descritas en la presente
memoria, se puede administrar un agente que promueva la expresion o actividad de AAT. El agente que promueve
la expresidn es una construccion genética que codifica AAT o una de las variantes de AAT descritas en la presente
memoria. Para facilitar la lectura, los autores de la presente invenciéon no contintan repitiendo la frase "o una de las
variantes de AAT descritas en la presente memoria". Cuando se hace referencia a un acido nucleico que codifica
AAT, debe entenderse que el acido nucleico también puede codificar cualquier variante biolégicamente activa de
AAT (p.€j., los fragmentos u otros mutantes descritos anteriormente).

Se puede utilizar una variedad de construcciones de expresion para expresar un acido nucleico que codifica AAT en
una célula (p.gj., en una célula (p.ej., una célula autéloga) que se transfecta en cultivo o en una célula in vivo) Los
vectores virales adenoasociados (AAV) se han utilizado para expresar el gen de AAT humano tanto del promotor de
citomegalovirus (CMV) como del promotor del factor de elongacion humano 1-alfa (véase Song et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95:14384-14388, 1998) Por consiguiente, los vectores virales, tales como vectores de AAV, y
promotores, tales como CMV, se pueden utilizar para suministrar secuencias de acidos nucleicos que codifican AAT
a células en cultivo, a partir de las cuales se puede purificar a continuacion AAT, o para suministra secuencias de
acidos nucleicos que codifican AAT a los pacientes en el contexto de los métodos descritos en la presente memoria.
También se puede utilizar la secuencia reguladora naturalmente asociada con AAT. Por ejemplo, se puede
incorporar un fragmento Kpnl-Kpnl que contiene la region promotora, el primer exén no codificante y la porcion 5' del
intrén 1 de AAT (cuya secuencia viene dada por Long et al., Biochemistry 23:4828, 1984), o una porcion del mismo,
en un vector tal como pUC18 (Yanisch-Perron et al., Gene 33:103, 1985).
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También se pueden utilizar otros plasmidos. Para la expresion en anfitriones procarioticos, por ejemplo, los vectores
plasmidicos adecuados incluyen pBR322 (disponible de American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA)
(Num. 37.017)), phGH107 (ATCC Num. 40.011), pBO475, pS0132, pRIT5, cualquier vector en la serie pRIT20 o
pRIT30 (Nilsson y Abrahmsen, Meth. Enzymol., 185:144-161, 1990), pRIT2T, pKK233-2, pDR540 y pPL-A. Las
células anfitrionas procariéticas que se pueden utilizar con los vectores de expresion ilustrativos que se acaban de
describir (y otros) incluyen E. coli. Por ejemplo, se puede expresar una AAT en la Cepa 294 de E. coli K12 (ATCC
Num. 31.446), la cepa JM101 E. coli (Messing et al., Nucl. Acids Res. 9:309,1981), la cepa B de E. coli, la cepa
x1776 de E. coli (ATCC Num. 31.537), c600 de E. coli (Appleyard, Genetics 39:440, 1954), W3110 de E. coli (F-,
gamma-, prototréfica, ATCC Num. 27,325), la cepa 27C7 de E. coli (W3110, tona, phoa E15, (argF-lac) 169, ptr3,
degP41, ompT, kanr) (Patente de Estados Unidos Num. 5.288.931; ATCC Num. 55.244). Otras células anfitrionas
procariéticas utiles incluyen Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens y especies de
Pseudomonas.

Ademas de los procariotas, se pueden utilizar organismos eucariéticos, tales como levaduras o células derivadas de
organismos multicelulares como células anfitrionas. Para la expresion en células anfitrionas de levadura, tales como
la levadura de panaderia comun o Saccharomyces cerevisiae, los vectores adecuados incluyen vectores de
replicacion episémica basados en el plasmido de 2 micras, vectores de integracidon y vectores cromosoémicos
artificiales de levadura (YAC). Para la expresion en células anfitrionas de insectos, tales como células Sf9, los
vectores adecuados incluyen vectores baculovirales. Para la expresién en células anfitrionas vegetales,
particularmente anfitriones vegetales dicotiledéneos, tales como tabaco, los vectores de expresion adecuados
incluyen vectores derivados del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens.

También se pueden utilizar células anfitrionas de vertebrados. Los ejemplos de células anfitrionas de mamifero utiles
incluyen la linea CV1 de rifion de mono transformada con SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifidn
embrionario humano (293 o células 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension (Graham y col., J.
Gen Virol. 36:59, 1977); células de rifién de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster
chino/-DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77:4216, 1980); células de sertoli de ratén (TM4,
Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251, 1980); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifion de mono
verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma de cuello uterino humano (HeLa, ATCC CCL 2);
células renales caninas (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442);
células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); células
tumorales mamarias de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci. 383:
44-68, 1982); Células MRC 5; Células FS4; y las células de una linea celular de hepatoma humano (Hep G2).

Para la expresion en células de mamifero, incluidas las células anfitrionas de mamifero en cultivo, los vectores Utiles
incluyen vectores derivados de SV40, vectores derivados de citomegalovirus tales como los vectores pRK, incluidos
pRK5 y pRKY7 (véanse Suva et al., Science 237: 893-896, 1987; documento EP 307.247 (15 de marzo de 1989); y
documento EP 278.776 (17 de agosto de 1988), vectores derivados de virus vaccinia u otros virus de viruela, y
vectores retrovirales tales como vectores derivados del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV). También
se pueden utilizar vectores de vaccinia Ankara modificados.

Opcionalmente, el acido nucleico que codifica la AAT de interés esta conectado operablemente a una secuencia
lider secretora que da como resultado la secrecién del producto de expresién por parte de la célula anfitriona al
medio de cultivo o desde una célula in vivo. La secuencia lider puede ser una asociada naturalmente con AAT o una
secuencia heterdloga. Los ejemplos de secuencias lider secretoras heterélogas incluyen secuencias lider stll, ecotin,
lamB, herpes GD, Ipp, fosfatasa alcalina, invertasa y factor alfa. También es adecuada para su uso la secuencia lider
de 36 aminoacidos de la proteina A (Abrahmsen y col., EMBO J. 4: 3901, 1985). Se puede utilizar procedimientos de
clonacién convencionales descritos por Maniatis et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) para construir plasmidos que dirigen la translocacion de las
diversas especies de AAT al espacio periplasmico de E. coli.

Las células anfitrionas pueden transfectarse o transformarse con los vectores de expresion o clonacion descritos
anteriormente y cultivarse en medios nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para inducir
promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

La transfecciéon se refiere a la captacion de un vector de expresion por una célula anfitriona, se exprese o no de
hecho cualquier secuencia codificante. Numerosos métodos de transfeccién son conocidos en la técnica. Estos
incluyen precipitacion con CaPO. y electroporacion. La transfeccion satisfactoria generalmente se reconoce cuando
se produce cualquier indicacién del funcionamiento de este vector dentro de la célula anfitriona.

La transformacioén es la introduccion de acido nucleico en una célula para que sea replicable, ya sea como un
elemento extracromosomico o después de la integraciéon cromosomica. Los protocolos de transfeccion
convencionales estan disponibles. Varios tratamientos, incluidos los tratamientos basados en calcio, son descritos
por Sambrook y col., Molecular Cloning (22 ed.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY
(1989). La infeccion con Agrobacterium tumefaciens se utiliza para la transformacion de ciertas células vegetales,
como describen Shaw et al. (Gene 23:315, 1983) y el documento WO 89/05859. Para las células de mamiferos, que
no tienen tales paredes celulares, se prefiere el método de precipitacion con fosfato de calcio descrito, por ejemplo,
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por Sambrook et al., mas arriba. Los aspectos generales de las transformaciones del sistema anfitrion de células de
mamiferos han sido descritos por Axel en la Patente de Estados Unidos NUum. 4.399.216. Las transformaciones en
levaduras tipicamente se llevan a cabo de acuerdo con el método de Van Solingen et al. (J. Bact. 130: 946, 1977) y
Hsiao et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 3829, 1979). También se pueden utilizar otros métodos para introducir
ADN en células, tales como la inyeccién nuclear, la electroporacion o la fusion de protoplastos.

Las células anfitrionas procarioticas utilizadas para producir un polipéptido de interés (p.ej., una AAT) se puede
cultivar como describen generalmente Sambrook et al., mas arriba.

Las células anfitrionas de mamifero utilizadas para producir un polipéptido de interés (p.ej., una AAT) se pueden
cultivar en una variedad de medios. Los medios comercialmente disponibles tales como F10 de Ham (Sigma),
Medio minimo esencial ((MEM), Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Medio de Eagle Modificado por Dulbecco ((DMEM),
Sigma) son adecuados para cultivar las células anfitrionas. Ademas, se puede utilizar cualquiera de los medios
descritos por Ham y Wallace (Meth. Enz. 58:44, 1979), Barnes y Sato Anal. Biochem. 102: 255, 1980), Patentes de
los Estados Unidos NUm. 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; o 4.560.655; documentos WO 90/03430; WO 87/00195;
documento Pat. U.S. Re. Num. 30.985; o Patente de los Estados Unidos Num. 5.122.469 como medio de cultivo
para las células anfitrionas. Cualquiera de estos medios puede completarse segin sea necesario con hormonas y/u
otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como
cloruro de sodio, calcio, magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucledsidos (tales como adenosina y
timidina), antibidticos (tales como Gentamycin™), oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos
habitualmente presentes a concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de energia
equivalente. También se pueden incluir otros suplementos necesarios a concentraciones apropiadas que conocerian
los expertos en la técnica. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las utilizadas
previamente con la célula anfitriona seleccionada para la expresion, y seran evidentes para los expertos en la
técnica.

Las células anfitrionas a las que se hace referencia en esta descripcion abarcan células en cultivo asi como células
que estan dentro de una planta o animal anfitriones.

En un sistema de expresion intracelular o sistema de secrecién al espacio periplasmico, la AAT expresada de forma
recombinante se puede recuperar de las células cultivadas alterando la membrana celular y/o la pared celular del
anfitrién (p.ej., por choque osmdtico o solubilizacién de la membrana de la célula anfitriona en detergente).
Alternativamente, en un sistema de secrecion extracelular, se puede recuperar del medio de cultivo la proteina
recombinante. Como primera etapa, el medio de cultivo o producto lisado se centrifugan para eliminar cualquier
residuo celular particulado. La membrana y las fracciones de proteina soluble se separan a continuacion. Los
extractos brutos se pueden purificar adicionalmente mediante procedimientos adecuados tales como fraccionamiento
en columnas de inmunoafinidad o de intercambio iénico; precipitacion con etanol; HPLC de fase inversa;
cromatografia sobre silice o sobre una resina de intercambio catiénico tal como DEAE; cromatoenfoque; SDS-PAGE;
precipitacion con sulfato de amonio; filtracion en gel utilizando, por ejemplo, Sephadex G-75; resinas de afinidad
hidréfobas y afinidad por ligando utilizando el receptor de interferon inmovilizado en una matriz.

Un agente que promueve la actividad de AAT puede hacerlo aumentando la secrecion de AAT de una célula. Se ha
demostrado que el acido 4-fenilbutirico (PBA) provoca un marcado aumento en la secrecion de 1-AZT, un mutante
mal plegado pero funcionalmente activo de a1-antitripsina, en un sistema de cultivo celular modelo (Burrows et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:1796-1801, 2000) Sin embargo, PBA no esta incluido en las presentes composiciones
como un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina.

Los autores de la presente invencion pueden hacer referencia a AAT (p.ej., Aralast™), variantes terapéuticamente
activas de AAT (que incluyen variantes que difieren de una AAT de tipo salvaje en virtud de la manera en la que se
modifican postraduccionalmente), acidos nucleicos que codifican tales polipéptidos (es decir, que codifican AAT o
una variante terapéuticamente activa de la misma (p.ej., un fragmento biolégicamente activo u otro mutante)), o un
agente que aumenta la actividad (p.ej., la secrecion) de AAT como agentes relacionados con AAT. Aunque estos
agentes se pueden utilizar para tratar a los pacientes descritos en la presente memoria, cualquiera de estos agentes
relacionados con AAT, o cualquier combinacién de los mismos, se puede combinar con al menos un agente
farmacéutico adicional y/o co-administrar a un paciente descrito en la presente memoria. Cuando dos agentes son
co-administrados, los autores de la presente invencion pueden hacer referencia al "primer" y "segundo" agentes
cuando se co-administran tres agentes, los autores de la presente invencion pueden hacer referencia a "primer",
"segundo" y "tercer" agentes; etcétera.

La co-administracion se puede lograr combinando los agentes en una sola formulacién, en cuyo caso los agentes se
administrarian al mismo tiempo y por la misma via. Las formulaciones que contienen al menos dos de los agentes
descritos en la presente memoria (p.ej., un primer agente tal como Aralast™ y un segundo agente tal como un
anticuerpo anti-TNFa) se describen adicionalmente a continuacion y estan dentro del alcance de la presente
invencion. La co-administracion también se puede lograr cuando los agentes se formulan de manera diferente (p.gj.,
uno en una formulacién intravenosa y uno en una preparacion oral) y se administran en el mismo o diferentes
momentos (p.ej., secuencialmente y dentro de un marco de tiempo suficiente para tratar al paciente). La co-
administracion de mas de un agente o mas de un tipo de agente (p.gj., un agente relacionado con AAT y un agente
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antiinflamatorio) puede provocar normoglucemia mas pronto o producir un estado normoglucémico que persista mas
tiempo después del cese del tratamiento que con cualquier agente solo (sin embargo, no se requiere ningun
beneficio particular como una caracteristica de la invencion). Las combinaciones de agentes utiles en los métodos
descritos en la presente memoria incluyen la combinacion de un agente relacionado con AAT y un agente
antiinflamatorio. Por ejemplo, AAT o cualquier otro agente relacionado con AAT descrito en la presente memoria
pueden co-administrarse con un agente antiinflamatorio tal como un agente antiinflamatorio no esteroideo (o AINE).
Los AINE dtiles incluyen pirazolonas (p.ej., fenilbutazona (Butazolidin™)), acidos antranilicos (p.ej., acido
mefenamico (Ponstel™) y meclofenamato sédico (Meclomen™), diflunisal (Dolobid™) y derivados del acido acético
(p.€j., diclofenaco sodico (Voltaren™), indometacina (Indocin™), sulindaco (Clinoril™), etodolaco (Lodine™),
cetorolaco (Toradol™), nabumetona (Relafen™) y tolmetina sédica (Tolectin™) y derivados acido propiénico (p.ej.,
ibuprofeno (Motrin™), fenoprofeno (Nalfon™), flurbiprofeno (Ansaid™), carprofeno (Rimadyl™), cetoprofeno
(Orudis™) y naproxeno sédico (Anaprox™, Naprosyn™) y oxicamos (p.ej., piroxicam (Feldene™)).

Un agente relacionado con AAT también se puede co-administrar con un antagonista de TNFa. El TNFa, también
conocido como caquectina, fue denominado asi debido a su capacidad para causar necrosis tumoral in vivo cuando
se inyectaba a ratones portadores de tumores. El TNFa se expresa inicialmente como una proteina unida a la
membrana de 26 kDa, y posteriormente se escinde mediante la enzima conversora de TNFa (TACE) para liberar un
mondémero soluble de 17 kDa que forma homotrimeros en la circulacion. EI TNFa recombinante existe como
homodimeros, homotrimeros y homopentameros. Funcionalmente, se cree que el TNFa tiene no solo actividad
antitumoral sino también influencia en la modulacién del sistema inmunitario, la inflamacién, la anorexia, la caquexia,
el choque séptico, la replicacion viral y la hematopoyesis.

Los antagonistas de TNFa utiles incluyen agentes que interfieren con TNFa directamente (que es un anticuerpo anti-
TNFa) o indirectamente (inhibiendo un radical en la ruta que se requiere para que TNFa afecte a los procesos
celulares que es un antagonista del receptor de TNFa soluble).

Un anticuerpo anti-TNFa es uno que se une selectivamente a TNFa y puede ser un anticuerpo completo, incluyendo
un anticuerpo humano completo, o un fragmento de anticuerpo o subfragmento del mismo. El anticuerpo puede ser
una inmunoglobulina completa de cualquier clase (p.ej., 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE), un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo humanizado o un anticuerpo hibrido con especificidades antigénicas o epitdpicas duales o mdltiples. Los
fragmentos pueden ser, por ejemplo, F(ab),, Fab', Fab, y similares, incluyendo fragmentos hibridos. Ademas de los
fragmentos de anticuerpos monovalentes clasicos tales como Fab y scFv, también se pueden utilizar variantes
modificadas tales como diacuerpos, triacuerpos, minicuerpos y anticuerpos de dominio Unico. El anticuerpo puede
ser adicionalmente cualquier inmunoglobulina o cualquier proteina natural, sintética o modificada genéticamente que
actia como un anticuerpo uniéndose a TNFa para formar un complejo. En particular, las moléculas de Fab se
pueden expresar y ensamblar en un anfitrion genéticamente transformado como E. coli. Un sistema de vector
lambda esta disponible para expresar una poblacion de Fab con una diversidad potencial igual o superior a la del
sujeto que genera el anticuerpo predecesor (véase Huse et al., Science 246:1275-1281, 1989). El anticuerpo anti-
TNFa puede ser un anticuerpo monoclonal.

Como se indico, se puede utilizar adalimumab (Humira™) y/o infliximab (Remicade™) en las presentes
composiciones y métodos descritos en la presente memoria. También se pueden utilizar CDP571 (un anticuerpo
anti-TNFa monoclonal humanizado), otros anticuerpos monoclonales anti-TNFa y D2E7 (un mAb anti-TNF humano).

Los métodos para preparar y utilizar anticuerpos son ahora bien conocidos en la técnica (véanse, p.ej., Antibodies,
Ed Harlow y David Lane (Eds.), CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1988; Using Antibodies, Ed Harlow y David
Lane (Eds.), CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1998), y esas técnicas se pueden aplicar para generar un
anticuerpo anti-TNFa util en los métodos descritos en la presente memoria.

Alternativamente, o ademas, un agente relacionado con AAT se puede formular con y/o co-administrar con un
agente que inhibe selectivamente un radical con la ruta de sefializacion de TNFa (que es un antagonista de receptor
soluble). El receptor se puede unir a una molécula de inmunoglobulina o una porcién de la misma (p.gj., una region
Fc (p.ej., una region Fc de una molécula de 1gG)). Mas especificamente, el antagonista del receptor soluble puede
ser etanercept (Enbrel™). Etanercept es una proteina de fusion recombinante que consiste en dos receptores de
TNF solubles unidos por el fragmento Fc de una molécula de IgG1 humana. Etanercept actualmente esta aprobado
so6lo para la artritis reumatoide y se administra en forma de inyeccion subcutanea de 25 mg administrada dos veces
por semana. Este régimen produce niveles maximos en sangre en un promedio de 72 horas.

El antagonista del receptor soluble puede incluir un receptor de TNFa soluble completo o una porcién u otro mutante
del mismo que retiene suficiente actividad de union a TNFa para reducir la actividad de TNFa en un grado
clinicamente util. Por ejemplo, el antagonista puede ser, o puede incluir, la forma truncada C-terminal previamente
identificada del receptor de TNF humano soluble tipo | (sTNF-RI) que se incluyo en el antagonista denominado PEG-
sTNF-RI o PEG(sTNF-RI) (p55). Este antagonista ha sido producido en E. coli, que es una fuente cominmente
utilizada de proteinas recombinantes, y contiene los primeros 2,6 de los cuatro dominios de la molécula de sTNF-RI
intacta. Como se indicd, el receptor puede PEGilarse. Se ha producido una forma mono-PEGilada de esta molécula
utilizando un aldehido de metoxi-PEG de 30 kDa con aproximadamente 85% de selectividad para el grupo amino N-
terminal. Los antagonistas que contienen menos de un receptor de TNFa completo pueden ser menos
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inmunogénicos que los que contienen un receptor completo. Los sitios de PEGilacion y el peso molecular del PEG
utilizado pueden variar y pueden ser idénticos a los de PEG-sTNF-RI. El PEG de 30 kDa utilizado previamente
puede conferir una semivida en suero mas larga a los antagonistas que los PEG de peso molecular mas bajo (véase
Edwards y col., Adv. Drug. Res. Delivery 55:1315-1336, 2003).

Otros inhibidores de TNFa aunque no estan especificamente incluidos en la presente invencion, incluyen agentes
que inhiben selectivamente la expresion de TNFa, tales como moléculas de ARN que median en ARNi (p.gj., un
ARNip o ARNhp selectivo de TNFa) y oligonucledtidos antisentido. Mas especificamente, se puede administrar una
molécula que media ARNi (p.ej., un acido nucleico de interferencia corto (ANip), un ARN de interferencia corto
(ARNIip), un ARN de doble hebra (ARNdh) o un ARN en horquilla corto (ARNhp) como se describe en la publicacion
de la Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 20050227935.

Por consiguiente, alternativamente, o ademas, un agente relacionado con AAT se puede formular y/o co-administrar
con un agente que inhibe selectivamente la expresion de TNFa (p.ej., una molécula de ARN anti-TNFa que media
ARNi).

Alternativamente, o ademas, los pacientes se pueden tratar con un agente relacionado con AAT y, como agente que
inhibe selectivamente un radical dentro de la ruta de sefializacion de TNFa, un inhibidor de TACE (enzima
convertidora de TNFa). Sin embargo, las composiciones que contienen un agente relacionado con AAT y un
inhibidor de TACE como un inhibidor de un radical dentro de la ruta de senalizacion de TNFa no estan
especificamente incluidos dentro del alcance de la invencion.

Alternativamente, o adicionalmente, un agente relacionado con AAT se puede formular y/o co-administrar con un
pequefio compuesto organico o inorganico que inhibe el TNFa (p.ej., LMP420; Haraguchi et al., AIDS Res. Ther. 38,
2006), talidomida o un analogo de talidomida, que, sin embargo, no esta especificamente incluido en la presente
invencion como un inhibidor de TNFa, o un inhibidor de fosfodiesterasa tipo IV. La talidomida se describe en la
Patente de Estados Unidos Num. 2.830.991. Este agente tiene el nombre quimico 3-ftalimido-piperidinodiona 2,6 y
es un derivado del acido glutamico. Las composiciones utiles, que incluyen las formuladas para administracion
topica, pueden incluir talidomida, o un analogo de la misma, solubilizados en polietilenglicol. Las preparaciones
adecuadas incluyen las descritas en la Patente de Estados Unidos NUm 5.443.824.

La talidomida se ha sugerido para la administracion oral a niveles de dosificacion en el intervalo de 10 mg a 300 mg.

Los inhibidores de fosfodiesterasa tipo IV adecuados incluyen rolipram (p.ej., (-)-rolipram). Ofros inhibidores
adecuados de fosfodiesterasa tipo IV incluyen: (1) 1,3-Dibutil-3,7-dihidro-7-(2-oxopropil)-1H-purino-2,6-diona
(Denbufilinas, BRL 30892); (2) 4-[(3-butoxi-4-metoxifenil)metil]-2-imidazolidinona (Ro 20-1724); (3) 4-[3-
(ciclopentiloxi)-4-metoxifenil]-2-pirrolidinona (rolipram, ZK 62711); (4) acido 5,6-dietoxibenzo[b]tiofeno-2-carboxilico
(Tibenelast, LY 186655); (5) 3-etil-1-(3-nitrofenil)-2,4(1H,3H)-quinazolindiona (nitracuazonas, TVX 2706); (6) 6-(3,6-
dihidro-6-metil-2-oxo-2H-1,3,4-tiadiazin-5-il)-1-(3,4-dimetoxibenzoil)-1,2,3,4-tetrahidro-4,4-dimetilquinolina (EMD
54622); (7) etil éster de acido 1-etil-4-[(1-metiletilideno)hidrazino]-1H-pirazolo[3,4-b]piridina-5-carboxilico (etazolatos);
(8)  N-hidroxi-5,6-dimetoxi-benzo[b]tiofeno-2-carboximidamida (Org  30029); (9) 2-amino-6-metil-4-propil-
(1,2,4)triazolo[1,5-a]pirimidin-5(4H)-ona (ICI 63197); y (10) 6-[4-(difluorometoxi)-3-metoxifenil]-3(2H)-piridazinona
(zardaverinas) (asi como sus sales farmacolégicamente compatibles).

Los inhibidores de la fosfodiesterasa tipo IV, particularmente el rolipram racémico u 6pticamente activo, pueden
producirse tal como se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 4.193.626 o de acuerdo con el documento
WO 92/06077. La dosis total diaria de rolipram es usualmente de 0,001-10 mg (p.gj., 0,01-5 mg). Si

(-)rolipram se administra como ingrediente activo, la dosis diaria es preferiblemente de 0,001-5 mg. Después de
varios dias de titulacion, la dosis total puede aumentarse significativamente si fuera necesario. Se puede obtener
orientacion adicional de la bibliografia conocida, que incluye la Patente de Estados Unidos Num. 5.891.904.

Alternativamente, o ademas, un agente relacionado con AAT se puede formular y/o co-administrar con un
antagonista de una citoquina inflamatoria (p.ej., un antagonista de IL-1, IL-6 o IL-8). Un antagonista de IL-1 conocido
y util, que puede incorporarse a las presentes composiciones y métodos es anakinra (Kineret™).

Alternativamente, o ademas, un agente relacionado con AAT se puede formular y/o co-administrar con un agonista
de un receptor de péptido similar a glucagéon (GLP) o un agonista de un receptor de exendina (p.ej., GLP-1,
Exendina-3, Exendina-4 o GLP-1(7-36)-amida). La Exendina-4, que también es conocida como exenatida (Byetta™)
se encuentra dentro de una clase relativamente nueva de medicamentos aprobados para el tratamiento de la
diabetes Tipo 2. Es un mimético de incretina, que tiene efectos glucoreguladores (las incretinas conocidas, GLP-1 y
GIP, no son utiles en el tratamiento debido a que su semivida circulante es demasiado corta; se encontré que la
exenatida tiene una secuencia de aminoacidos similar, desencadena respuestas similares y tiene una semivida
relativamente larga)). Se debe utilizar junto con medicamentos orales tales como la metformina y/o una sulfonilurea
para mejorar el control de la glucosa. De acuerdo con los protocolos actuales, el medicamento se inyecta dos veces
al dia, y la respuesta humana tipica es tanto una mejora en la liberacion de insulina interna por parte del pancreas
como la supresion de la liberacion de glucagén en el pancreas.
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Alternativamente, o ademas, un agente relacionado con AAT se puede formular y/o coadministrar con un agonista de
CD3 (p.€j., un anticuerpo anti-CD3).

Como se indico anteriormente, puesto que se sabe que muchos de los agentes, o tipos de agentes utiles en los
métodos descritos en la presente memoria son Utiles en el tratamiento de otras afecciones, un experto en la materia
tiene acceso a informacion sustancial que puede utilizarse para formular y administrar los presentes agentes o
combinaciones de agentes para los fines descritos en la presente memoria. Si se desea realizar estudios de
toxicidad, eso se puede llevar a cabo.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de cualquier agente dado se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales de experimentacion. Por ejemplo, los cultivos
celulares y los modelos animales experimentales pueden utilizarse para determinar la DL50 (la dosis letal para 50%
de la poblacioén) y la DESO0 (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la poblacion). La razén de dosis entre los
efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y se puede expresar como la razéon DL50/DE50. Se prefieren
los compuestos que exhiben altos indices terapéuticos. Aunque pueden utilizarse compuestos que exhiben efectos
secundarios toxicos, se debe tener cuidado en disefiar un sistema de suministro que dirija dichos compuestos al sitio
del tejido afectado con el fin de minimizar el dafio potencial a las células no infectadas y, por lo tanto, reducir los
efectos secundarios. Esto se verifica particularmente si se contempla la administracion crénica.

Los datos obtenidos de los analisis de cultivo celular y los estudios en animales se pueden utilizar para formular un
intervalo de dosificaciéon para su uso en seres humanos. La dosificacién de tales compuestos se encuentra
preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y
de la via de administracion utilizada. Para cualquier compuesto utilizado en el método descrito en la presente
memoria, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente a partir de analisis de cultivo celular. Se
puede formular una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de concentracién de plasma circulante que
incluya la CI50 (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que logra una inhibicién semimaxima de los
sintomas) como se determina en cultivo celular. Tal informacién puede utilizarse para determinar con mayor
precision dosis Utiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante
cromatografia liquida de alta resolucion.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido (es decir, una dosis efectiva) (p.ej., de una AAT, un
anticuerpo o antagonista de receptor soluble) puede oscilar entre aproximadamente 0,001 y 30 mg/kg de peso
corporal (p.gj., de aproximadamente 0,01 a 25 mg/kg de peso corporal; de aproximadamente 0,1 a 20 mg/kg de peso
corporal; o de aproximadamente 1 a 10 mg/kg (p.€j., 2 a 9 mg/kg, 3 a 8 mg/kg, 4 a 7 mg/kg o 5 a 6 mg/kg de peso
corporal)). El polipéptido se puede administrar de forma aguda o crénica. Por ejemplo, un polipéptido se puede
administrar una vez por semana durante aproximadamente 1 a 10 semanas (p.€j., 2 a 8 semanas, 3 a 7 semanas o
durante aproximadamente 4, 5 o 6 semanas). A pesar de esta pauta y otras pautas de dosificacion y formulacion
proporcionadas aqui, un experto en la técnica apreciara que ciertos factores influiran en la dosificacion y el tiempo
requeridos para tratar eficazmente a un sujeto. Estos factores incluyen, entre otros, la gravedad de la enfermedad o
trastorno, los tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto y otras enfermedades presentes. Ademas,
el tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido (p.ej., un anticuerpo) puede
incluir un Unico tratamiento o, preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos.

Para los anticuerpos, las dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal (generalmente 10 mg/kg a 20 mg/kg) pueden ser mas
eficaces. En general, los anticuerpos parcialmente humanos y los anticuerpos completamente humanos tienen una
semivida mas larga en el cuerpo humano que otros anticuerpos. En consecuencia, a menudo son posibles dosis mas
bajas y una administracion menos frecuente cuando se utilizan estos tipos de anticuerpos. El régimen de tratamiento
también puede variar dependiendo de si se han usado modificaciones tales como lipidacion para estabilizar los
anticuerpos y/o mejorar la captacion y la penetracion en el tejido. Cruikshank y col. (J. Acquired Immunodeficiency
Syndrome y Human Retrovirology 14:193, 1997)) describen un método para la lipidaciéon de anticuerpos.

En el presente caso, un experto en la técnica puede considerar las dosificaciones de una AAT (p.ej., de Aralast™,
Prolastin™ o Zemaira™) administrada previamente para determinar una dosis segura y eficaz para las indicaciones
descritas aqui. La dosis recomendada de Aralast™ es de 60 mg/kg de peso corporal (p.ej., 15-90 mg/kg), y
tipicamente se administra una vez a la semana mediante infusién intravenosa. De acuerdo con las recomendaciones
anteriores, Aralast™ debe administrarse en el plazo de las tres horas posteriores a su reconstitucion para evitar el
posible efecto nocivo de cualquier contaminacion microbiana inadvertida que pueda haber ocurrido (p.ej., durante la
reconstitucion). Al igual que con otras terapias administradas de manera similar, cualquier contenido no utilizado
debe descartarse. Con respecto a la infusién, Aralast™ se puede administrar a una velocidad que no exceda los
0,08 ml/kg de peso corporal/minuto (2,0 mg/kg de peso corporal/minuto). Si se producen eventos adversos, la
velocidad debe reducirse o la infusion debe interrumpirse hasta que desaparezcan los sintomas. La infusién puede
reanudarse a una velocidad que sea mejor tolerada por el sujeto. Con el tiempo, el tratamiento puede suspenderse si
los sintomas diabéticos o prediabéticos del paciente se resuelven suficientemente bien. Otras vias de administracion
parenteral incluyen inhalacién. Por ejemplo, puede incorporarse una AAT en una unidad de aerosol de dosis
medidas que contiene, por ejemplo, una suspension microcristalina del farmaco en una mezcla de propelentes de
hidrocarburos halogenados solo o con un vehiculo tal como acido oleico. Los métodos descritos en la presente
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memoria pueden llevarse a cabo utilizando cualquiera de las siguientes vias de administracion: subcutanea,
intravenosa, intratecal, intramuscular, intranasal, oral, transepidérmica, parenteral, mediante inhalacién o
intracerebroventricular. Las rutas intracerebroventriculares e intratecales son mas invasivas y se espera que solo se
utilicen con trastornos graves.

Los pacientes descritos en la presente memoria pueden ser sometidos a un régimen agudo, en cuyo caso pueden
recibir solo una dosis Unica de uno o mas de los agentes descritos, 2-3 dosis de uno o mas de los agentes descritos,
o hasta un tratamiento de un mes (de administraciones diarias o repetidas). Si bien los resultados experimentales de
los autores de la presente invencién indican que el tratamiento agudo puede ser eficaz y suficiente, puede ser
necesario repetir un régimen agudo, o el tratamiento puede ser cronico (p.ej., en curso durante mas de
aproximadamente un mes (p.ej., por 30 dias o0 mas)).

En general, y a modo de ilustracion, los antagonistas de TNFa pueden administrarse por via subcutanea y se
pueden administrar por esta via a una dosificacion en el intervalo de 5 mg a 50 mg (para regimenes agudos o
cronicos); por via intranasal y se pueden administrar por esa via a una dosis en el intervalo de 0,1 mg a 10 mg (para
regimenes agudos o cronicos); intramuscularmente y se pueden administrar por esa via a una dosificaciéon en el
intervalo de 25 mg a 100 mg; por via intravenosa y se pueden administrar por esa via en una dosificacion en el
intervalo de 2,5 mg/kg a 20 mg/kg; por via intratecal y se pueden administrar por esa via a una dosis en el intervalo
de 0,1 mg a 25 mg (p.ej., administrar de una vez al dia a cada tres meses); transepidérmicamente y se pueden
administrar por esa via a una dosificacion en el intervalo de 10 mg a 100 mg; mediante inhalacién y se pueden
administrar por esa via a una dosificacion en el intervalo de 0,2 mg a 40 mg; intracerebroventricularmente y se
pueden administrar por esa via a una dosis en el intervalo de 0,1 mg a 25 mg (p.ej., administrar de una vez al dia a
una vez cada 3 meses); por via oral y se pueden administrar por esa via a una dosificacion en el intervalo de 10 mg
a 300 mg.

Generalmente, y a modo de ilustracién, el etanercept se puede administrar por via intramuscular y se puede
administrar por esa via a una dosificacion en el intervalo de 25 mg a 100 mg; por via subcutanea y se puede
administrar por esa via a una dosificacion en el intervalo de 5 mg a 50 mg; por via intratecal y se puede administrar
por esa via a una dosis en el intervalo de 0,1 mg a 25 mg (p.€j., administrar de una vez al dia a una vez al mes).

Generalmente, y a modo de ilustracion, el infliximab se puede administrar por via intravenosa y se puede administrar
por esta via en una dosificacion en el intervalo de 2,5 mg/kg a 20 mg/kg; por via intratecal y se puede administrar por
esa via a una dosis en el intervalo de 0,1 mg/kg a 5 mg/kg (p.ej., administrar de una vez por semana a una vez cada
tres meses).

De las vias de administracion disponibles, se espera que etanercept e infliximab se administren por via subcutanea,
intramuscular, intraventricular o intratecal o intravenosa.

Cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria puede llevarse a cabo junto con terapias de primera
linea disefiadas para reducir los principales factores de riesgo de la diabetes y las enfermedades cardiovasculares.
Estos incluyen programas e intervenciones farmacoldgicas para reducir o deterner el habito de fumar y para reducir
el colesterol LDL, la presion arterial, el peso y los niveles de glucosa a los niveles recomendados. El exceso de peso
también contribuye a la resistencia a la insulina porque demasiada grasa interfiere con la capacidad de los musculos
de utilizar insulina. La falta de ejercicio reduce aun mas la capacidad de los musculos de utilizar insulina.

Ejemplos

Animales: Se adquirieron ratones hembra NOD (NOD/LtJx) y NOD.SCID (NOD.CB17-Prkdc™®“/J) de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME) de 4 semanas de edad y se mantuvieron en condiciones libres de patégenos en una
instalacion convencional para animales en el Hospital General de Massachusetts (Boston, MA). Todos los estudios
en animales fueron aprobados por las juntas de revision institucional de los autores de la presente invencién. Los
niveles de glucosa en sangre de ratones NOD se controlaron semanalmente con el sistema de verificacion de
glucosa en sangre Accu-Check™ (Roche, Indianapolis, IN). Cuando se encontré que los niveles de glucosa en
sangre no en ayunas de ratones NOD eran >300 mg/dl en tres dias consecutivos, los ratones NOD se
diagnosticaron como ratones diabéticos de inicio reciente y comenzé el tratamiento. Para los receptores de
trasplante de islotes singénicos, los niveles de glucosa en sangre se controlaron en el momento del trasplante, a
continuacioén diariamente durante las dos primeras semanas, y a continuacion de 2 a 3 veces por semana después
de eso.

Aislamiento de islotes: Se utilizaron ratones NOD.SCID de 10-12 semanas de edad como donantes para el
trasplantes de islotes. Los islotes se aislaron utilizando un método convencional, que era una modificacion del
método de Gotoh et al. en el que el conducto pancreatico es distendido con colagenasa P (Gotoh et al.,
Transplantation 40: 437, 1985). Después de la purificaciéon en un gradiente de Histopaque (Histopaque™1077, Sigma
Chemical Co., San Luis, MO), se recogieron a mano islotes con diametros entre 75 y 250 ym y se transplantaron
debajo de la capsula renal. Cada receptor recibié 600-800 islotes NOD.SCID.

Reactivos y protocolos de tratamiento:
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Aralast™: Aralast™ (inhibidor de la a1-proteinasa, humana) es un importante inhibidor de serina-proteasa en suero
que inhibe la actividad enzimatica de la elastasa de los neutrdfilos, catespina G, proteinasa 3, trombina, tripsina y
quimotripsina. Aralast™ se adquirié de Baxter (Westlake Village, CA) y se administré a una dosis de 2 mg i.p. cada 3
dias, para un total de 5 inyecciones.

Anti-Factor de necrosis tumoral-a monoclonal: El anticuerpo producido en el clon TN3-19.12 de hamster (IgG1 de
hamster) mAb especifico para TNF murino, se adquirié de Sigma (San Luis, Misuri) y se administré a una dosis de
100 mg por via i.p. cada dos dias para 10 dosis.

Exendina-4: La Exendina-4, un agonista del receptor del péptido similar al glucagén (GLP-1), se adquirié de Sigma
(San Luis, Misuri) y se administré i.p. una vez al dia durante cuatro series de cinco dias consecutivos, con una
interrupcién de dos dias entre las cuatro administraciones de tratamiento.

Estudios in vivo de sefalizacion de insulina: Los experimentos in vivo de sefalizacion de insulina se realizaron en
ratones después de un ayuno de 16 horas. A los ratones se les inyectaron i.p. 20 U/kg de PC de insulina humana (Eli
Lilly) o soluciéon salina. El musculo esquelético (gastronemio) se diseco y se congeld en nitrégeno liquido para el
analisis de inmunotransferencia de las proteinas de sefalizacién de la insulina.

Inmunotransferencia (IT): El muasculo esquelético (gastronemio), obtenido en el contexto de los estudios de
sefializacion de insulina en vivo de los autores de la presente invencion se homogeneizaron en un tampon de
analisis de radioinmunoprecipitaciéon modificado (RIPA) que contenia Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, NP-40 al 1%,
desoxicolato de sodio al 0,25%, NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, Na3zVO3 200 uM, con un suplemento de céctel inhibidor
de proteasa al 1% (Sigma) y coctel inhibidor de tirosina fosfatasa al 1% (Sigma). Los productos homogeneizados de
células se incubaron en hielo durante 45 minutos para solubilizar todas las proteinas, y las porciones insolubles se
eliminaron mediante centrifugaciéon a 14.000 g a 4°C durante 15 minutos. Los productos lisados celulares completos
se separaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE). Las proteinas en los geles se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Las
membranas transferidas se bloquearon, se lavaron, se incubaron con diversos anticuerpos primarios y a
continuacion se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante. Los
anticuerpos policlonales de conejo anti-receptor de insulina (IR; pY1162/1163) y anti-sustrato 1 del receptor de
insulina (IRS-1; pY612) se adquirieron de BioSource (BioSource International, Inc., Camarillo, CA). El anticuerpo
anti-IR policlonal de conejo se adquirié de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA). El anti-IRS-1 policlonal de conejo se
obtuvo de Upstate (Lake Placid, NY). La visualizacion se realizé con reactivo de quimioluminiscencia, utilizando el
sistema de analisis de transferencia Western ECL (Amersham Pharmacia Biotech). Las transferencias se
cuantificaron utilizando densitometria (Molecular Dynamics, Sunnvale, CA).

Prueba de tolerancia a la insulina: La prueba de tolerancia a la insulina (ITT) se realizé en (1) ratones NOD
diabéticos de inicio reciente tratados con Aralast™; (2) ratones NOD diabéticos de inicio reciente tratados con mAb
anti-TNF-a; (3) ratones NOD diabéticos de inicio reciente tratados con Aralast™ y mAb anti-TNF-a; (4) ratones NOD
no diabéticos (NOD) emparejados por edad; y (5) ratones NOD diabéticos de inicio reciente (NODsp). El alimento
comida fue retenido 3 horas antes de la prueba. Los animales se pesaron y las muestras de sangre se recogieron a
los 0 minutos. A los animales se les inyectaron i.p. 0,75 U/kg de insulina humana regular (Novolin, Novo Nordisk
Pharmaceutical Industries, Inc. Clayton, NC), y se tomaron muestras de sangre 15, 30 y 60 minutos mas tarde. Los
resultados se expresaron como porcentaje de la concentracion inicial de glucosa en sangre.

Resultados: Los resultados que obtuvieron los autores de la presente invencién tratando los animales con Aralast™,
anticuerpos anti-TNF-a, Exendina-4 y diversas combinaciones de estos agentes se muestran en la Tabla 1. En todos
los paradigmas, se logro la normoglucemia, a menudo después de un breve periodo de tiempo, en 80-90% de los
ratones tratados con Aralast™, anticuerpos anti-TNF-a y 65% en los animales tratados con Exendina-4 sola. Dos
animales tuvieron valores atipicos, alcanzando normoglucemia solo después de 49 y 55 dias (véase la columna 2 de
la Tabla 1). La ultima columna muestra durante cuanto tiempo los animales fueron normoglucémicos. Los animales
todavia estaban vivos hasta este escrito.

Tabla 1: Compendio de diferentes grupos de tratamiento que utilizan Aralast, Anti-TNF-a o Exendina-4.

Tratamiento Normoglucemia alcanzada Normoglucemicos/Numero total de Dias después del
(intervalo en dias) ratones tratados tratamiento
Aralast™ 1-22 (49, 55) 14/16 90-300
Anti-TNF-a 1-38 22/24 180-230
Aralast™ + Anti- 1-12 11/14 120-250
TNF-a
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Normoglucemia alcanzada Normoglucemicos/Numero total de
(intervalo en dias) ratones tratados
1,1,4,15, 38 5/5
1,1,2,11,22 5/5
1, 14,41, 55 4/6
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para su uso
en un método para tratar a un paciente resistente a la insulina que ha sido diagnosticado de diabetes Tipo 2, que se
diagnostica con riesgo de desarrollar diabetes Tipo 2, o que ha sido diagnosticado de sindrome metabdlico, en
donde el agente es una construccion genética que codifica un polipéptido de a1-antitripsina completo o un fragmento
o mutante del mismo biolégicamente activos y en donde el fragmento o mutante biolégicamente activos tienen
actividad inhibidora de a1-proteinasa .

2. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para su uso
de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un agente que inhibe selectivamente TNFa o un
radical de la ruta de sefalizacion de TNFa para su uso en dicho método, en donde el agente que inhibe
selectivamente el TNFa o un radical de la ruta de sefalizacion de TNFa es un anticuerpo anti-TNFa o un antagonista
del receptor de TNFa soluble.

3. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para su uso
de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, que comprende adicionalmente anakinra para su uso en dicho método.

4. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para su uso
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende adicionalmente un anticuerpo anti-CD3 para
su uso en dicho método.

5. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el uso
de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el paciente es un paciente humano, en particular en donde el
paciente humano es un nifio o un adolescente.

6. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el uso
de la reivindicacion 1, en donde el paciente ha sido diagnosticado de diabetes Tipo 2 en base a uno o mas de los
siguientes hallazgos:

(a) hiperglucemia junto con un nivel de insulina normal o elevado;

(b) hiperglucemia junto con evidencia de mantenimiento de células B pancreaticas;

(c) hiperglucemia junto con una respuesta de glucosa en sangre atenuada a la insulina; o
(d) hiperglucemia y antecedentes familiares de diabetes Tipo 2.

7. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el uso
de la reivindicaciéon 6, en donde el nivel normal o elevado de insulina se refleja por un nivel normal o elevado de
péptido C.

8. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el uso
de la reivindicacion 6 o 7, en donde el paciente es un paciente humano, en particular en el que el paciente humano
es un adulto.

9. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el uso
de la reivindicacion 1, en donde se ha diagnosticado que el paciente esta en riesgo de desarrollar diabetes Tipo 2 en
base a uno o mas de los siguientes hallazgos:

(a) tolerancia alterada a la glucosa con o sin caracteristicas del sindrome metabdlico;
(b) tolerancia a la glucosa normal o alterada con hiperinsulinemia; o
(c) tolerancia alterada a la glucosa y antecedentes familiares de diabetes Tipo 2,

en particular, en donde las caracteristicas del sindrome metabdlico incluyen obesidad abdominal, dislipidemia
aterogénica, un estado protrombotico, presion sanguinea elevada y niveles elevados de citoquinas inflamatorias, en
donde la hiperinsulinemia se refleja por un nivel elevado de péptido C, o en donde se ha diagnosticado que el
paciente esta en riesgo de desarrollar diabetes Tipo 2 es una paciente que ha tenido diabetes gestacional.

10. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el
uso de la reivindicaciéon 9, en donde el paciente es un paciente humano, en particular en donde el paciente humano
es un adulto.

11. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el
uso de la reivindicacion 1, en donde el paciente ha sido diagnosticado de sindrome metabdlico basandose en una
combinacion de dos o mas de las siguientes caracteristicas:

(a) obesidad abdominal;
23
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(b) dislipidemia aterogénica;

(c) un estado protrombético;

(d) presion arterial elevada; y

(e) niveles elevados de citoquinas inflamatorias.

12. Un polipéptido de a1-antitripsina o un agente que promueve la expresion o actividad de a1-antitripsina para el
uso de la reivindicacion 11, en donde el paciente ha sido diagnosticado de sindrome metabdlico basandose en la
presencia de tres o mas de:

(a) circunferencia de cintura elevada;
(b) triglicéridos elevados;

(c) lipoproteinas de alta densidad reducidas;
(d) presion arterial elevada; y

)

(e) glucosa elevada en ayunas
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