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[0002] El desarrollo de esta invención fue financiado parcialmente por el gobierno en virtud 

de un subsidio de los Institutos Nacionales de la Salud (Nationallnstitutes o/ Health) de Estados 

Unidos de América, subsidio nº R-01 DK066164. El gobierno posee determinados derechos sobre 

esta invención. 

CAMPO TÉCNICO 

[0003] Esta invención se refiere a una composición y una composición para su uso en el 

aumento de sensibilidad a la insulina y la mejoría de los síntomas de la diabetes o para ayudar en la 

lipodistrofia usando la proteína del adenovirus tipo 36 E4 orf 1 o el gen que codifica esta proteína. 

ANTECEDENTES DE LA TÉCNICA 

10 Infectoobesidad 

[0004] Debido a que la epidemia de la obesidad continúa sin detenerse, la infectoobesidad, la 

obesidad de origen infeccioso, ha recibido una mayor atención en los últimos años (1-3). Aunque 

hay muchos factores que contribuyen a la etiología de la obesidad, un subconjunto de la obesidad 

podría estar causada por infecciones. En las últimas dos décadas, se han descrito 10 patógenos que 

15 promueven la obesidad (4). Se describió cómo el primer virus humano, el adenovirus tipo 36 (Ad-

36), causa la obesidad en animales infectados experimentalmente (s-7) y se demostró su 

asociación con la obesidad humana (8). 

[0005] Aunque se reconoce que la obesidad es una enfermedad con múltiples etiologías, sólo 

recientemente la infección microbiana como un factor etiológico ha recibido atención. Se han 

20 descrito siete virus y un agente de la tembladera o scrapie que ocasionan obesidad en- modelos 

animales (s-7, 10-20). No se ha determinado aún cuál de estos patógenos puede causar una 

obesidad en humanos. Se ha descrito cómo el adenovirus aviar SMAM-1 y el adenovirus humano 

tipo 36 (Ad-36) ocasionan adiposidad en modelos animales (s-7, 15 Y 16) Y muestran asociación 

con la obesidad humana (8 y 17). En experimentos in vitro se ha demostrado que la infección con 

25 Ad-36 de pre-adipocitos en ratas (3T3-Ll) y pre-adipocitos humanos promueven su proliferación y 
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diferenciación (9). Recientemente se han descrito los efectos de promoción de la obesidad de Ad-5, 

otro adenovirus humano (20). Hasta la fecha, los adenovirus son el único tipo de virus relacionado 

con la obesidad humana. Por lo tanto, entre los patógenos adipogénicos constituyen los objetivos 

principales para la determinación de un papel en la obesidad humana. 

5 Adenovirus 

[0006] Adenovirus: En humanos, las infecciones con adenovirus son comunes (21) y causan 

infecciones agudas de las vías respiratorias altas, enteritis o conjuntivitis. La presencia de 

anticuerpos contra los adenovirus es común en la población en general (22). El ADN adenoviral se 

detecta en linfocitos asintomáticos de humanos adultos, y el número de células positivas aumenta 

10 con la edad de la persona (23 y 24). Existen seis subgrupos principales (A-F) entre los 50 adenovirus 

humanos. Cada subgrupo posee un cierto número de serotipos específicos. El adenovirus tipo 36 

(Ad-36) pertenece al subgrupo D, serotipo 36. El Ad-36 es serológicamente diferente al compararse 

con 48 tipos de adenovirus humanos con excepción de una reacción cruzada débil con Ad-29 (25 Y 

26). Los adenovirus son virus de ADN no rodeado (27) que se replican en el núcleo de la célula 

15 hospedadora. En todos los serotipos, los genes que codifican las funciones específicas están 

ubicados en la misma posición en el cromosoma viral (28). El genoma comprende una molécula de 

ADN de doble hélice y linear sencilla, que comprende cinco unidades de transcripción tempranas 

(E1A, E1B, E2, E3 Y E4), dos unidades de transcripción temprana retrasada (IX y IVa2) y una unidad 

tardía principal que genera cinco familias de mARNs (L1 a L5). Los serotipos de adenovirus 

20 muestran diversidad genética que se promueve mediante eventos de recombinación que ocurren 

comúnmente entre los adenovirus. 

[0007] Ciclo de replicación: La mayoría de los estudios sobre la replicación se han realizado 

usando Ad-2 o Ad-5, ya que pueden cultivarse fácilmente en el laboratorio, ya sea infectando 

células HeLa o KB. Convencionalmente, el ciclo de replicación se divide en dos fases. Los eventos 

25 tempranos incluyen la adsorción, penetración, transcripción y traducción de un conjunto temprano 

de genes. Los productos del gen viral temprano actúan como mediadores en la expresión genética 

ES 2 472 325 T3

 

3



viral, replicación del ADN, inducen la progresión del ciclo celular y bloquean la apoptosis. Una vez 

que se inicia la replicación del ADN viral, empieza la fase "tardía" con la expresión de los genes 

tardíos y el ensamblaje de los viriones de la progenie. 

[0008] Adsorción y entrado: El enlace de los adenoviruses a las células está mediado por la 

5 proteína fibrosa. El dominio distal del carboxilo terminal de la proteína fibrosa termina en un botón 

que se piensa se enlaza al receptor celular (28). Se ha demostrado que la proteína del receptor 

eoxsackievirus-adenovirus (receptor eAR) funciona como una proteína de acoplamiento celular 

para los serotipos del adenovirus de los subgrupos A, e, D, E Y F. Posteriormente, en un proceso 

que se ha demostrado es independiente de la interacción fibra-eAR, la proteína viral de la base 

10 pentona se enlaza a las integrinas celulares U v a través de un grupo tripéptido de la base pentona, 

seguida por la internalización de la partícula del virus. Sin embargo, los virus del grupo D podrían 

entrar a través de una ruta independiente de CAR, posiblemente por interacción directa de la base 

pentona e integrinas U v• 

[0009] Activación de los genes virales tempronos: Existen tres funciones principales para la 

15 expresión del gen adenoviral temprano: (1) inducir a la célula hospedadora a entrar en la fase "Sil 

del ciclo celular para ofrecer condiciones óptimas para la replicación viral; (2) establecer sistemas 

virales que protejan la célula infectada de las defensas antivirales del organismo hospedador; y (3) 

sintetizar productos del gen viral para la replicación del ADN viral (28). A continuación se describe 

brevemente el papel de las diferentes proteínas adenovirales. 

20 [0010] Proteínas E1A: Una vez que el cromosoma viral llega al núcleo, ElA es la primera 

unidad de transcripción que se expresa. La transcripción ElA está controlada por un promotor 

constitutivo que también contiene un elemento estimulante duplicado. La unidad ElA codifica dos 

mARNs durante la fase temprana de infección y posteriormente 3 otras especies cuya función no se 

entiende completamente. Los dos mARNs tempranos codifican las proteínas 12S y 13S ElA, cuyo 

25 nombre se deriva del coeficiente de sedimentación de sus mARNs. Las proteínas E1A se conocen 

como transactivadores ya que pueden activar otros genes virales en transo La proteína 13S ElA se 
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enlaza directamente a la proteína de enlace TATA y activa la transcripción. EIA también puede 

activar la transcripción enlazándose directamente a varios factores celulares como pRB, p300, ATF-

2 Y TBP. Los genes adenovirales tempranos se mantienen activos durante el ciclo de replicación 

viral aunque la velocidad de transcripción declina. EIA puede inducir a las células musculares-

5 esqueléticas terminal mente diferenciadas a sintetizar ADN y dividirse. Esto también ocurre con los 

miocitos, adipocitos y miocardiocitos. 

[0011] Proteínas E1B: La unidad de transcripción adenoviral EIB codifica dos proteínas 

diferentes, EIB 55-57 kDa y EIB 19-21 kDa, que bloquean la inhibición del crecimiento inducido por 

p53 y la apoptosis (28). Las proteínas EIB antagonizan la detención del crecimiento y la apoptosis y 

10 cooperan con EIA para transformar oncogénicamente las células cultivadas. Su papel en la 

transformación oncogénica demuestra la capacidad de estas proteínas de interferir con los 

reguladores celulares normales. 

[0012] Proteínas E2: La región E2 está subdividida en E2A y E2B Y codifica 3 proteínas. Estas 

proteínas proporcionan la maquinaria para la replicación del ADN viral. La proteína terminal (TP) 

15 actúa como un cebador para la iniciación de la síntesis de ADN. El gene DBP (proteína de enlace del 

ADN adenoviral) codifica la proteína de enlace del ADN y el gen poi codifica el ADN dependiente de 

la ADN polimerasa. 

[0013] Proteínas E3: La unidad de transcripción del adenovirus E3 codifica siete proteínas, 

ninguna de las cuales se requiere para la replicación del virus en cultivo. Las proteínas de la unidad 

20 de transcripción E3 protegen a las células de la muerte mediada por las células citotóxicas T y las 

citoquinas inductoras de la muerte como el factor de necrosis tumoral (TNF), ligando FAS y ligando 

inductor de la apoptosis relacionada con TNF. Los estudios sobre el subgénero adenovirus C han 

demostrado que la mayoría de las proteínas E3 exhiben funciones inmunomoduladoras. La 

glicoproteína E3/19K previene la expresión de las moléculas MHC recién sintetizadas mediante la 

25 inhibición de la exportación de ER, mientras que los receptores de la proteína E3/10.4-14.5K 

regulan a la baja los receptores de la apoptosis desviándolos hacia los lisosomas. Se ha sugerido 
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que E3/49K, otra proteína E3 recién descubierta, posee una actividad inmunomoduladora. las 

proteínas de membrana E3 explotan la maquinaria de tráfico intracelular para la evasión inmune. 

los adenovirus podrían incluir proteínas E3 no descubiertas que explotan las vías de tráfico 

intracelular como un medio para manipular las moléculas claves de importancia inmunológica. 

[0014] Proteínas E4: la región E4 incluye siete marcos de lectura abiertos (ORF). Algunos de 

estos codifican las proteínas que contribuyen a la regulación del ciclo celular. Se ha demostrado 

que los productos de varios E4 ORF participan en la transformación de la célula hospedadora. 

[0015] Proteína intermedio IVo2 y IX: la proteína adenoviral IVa2 participa en el ensamblaje 

del adenovirus. la proteína IX es una proteína multifuncional que estabiliza la cápsida y posee 

10 actividad transcripcional. 

[0016] Transcripción tardía: la transcripción de fase tardía está controlada principalmente 

por el promotor tardío principal. la transcripción a partir de este promotor implica una 

poliadenilación múltiple y división elaborada del ARN. Pueden identificarse cinco agrupamientos de 

genes (ll-l5) en esta región. Estos genes codifican principalmente las proteínas estructurales de 

15 virión. Al terminarse el ensamblaje del virus, se rompe la pared de la célula hospedadora y se 

liberan los viriones para nuevas infecciones. El ensamblaje completo del virus ocurre en las células 

permisivas. 

Adenovirus tipo 36 (Ad-36) 

[0017] En 1978, se aisló el Ad-36 por primera vez en Alemania, en las heces de una niña de 6 

20 años que padecía diabetes y enteritis (26). El Ad-36 pertenece al subgrupo D y es diferente tanto en 

neutralización como en la inhibición de la hemaglutinación de todos los demás adenovirus 

humanos (26). El Ad-36 es el primer adenovirus humano asociado con la obesidad humana (8). 

[0018] El adenovirus humano tipo 36 aumenta la grasa corporal en animales infectados 

experimentalmente y muestra una asociación con la obesidad humana (5-8). El Ad-36 estimula los 

25 pre-adipocitos (pre-células grasas) para diferenciarlos en adipocitos (células grasas) y aumentar el 
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número de células grasas y su contenido de lípidos (9). El Ad-36 puede inducir la diferenciación de 

los pre-adipocitos aun en ausencia de inductores convencionales de diferenciación tales como el 

cóctel de metil isobutil xantina, dexametasona e insulina (MOl). Se observa un efecto similar del 

virus en la adiposa humana derivada de células madre (9). Las ratas infectadas con Ad-36 

5 demostraron una mayor adiposidad, pero paradójicamente una menor resistencia a la insulina 7 

meses después de la infección (50). Más aún, las células grasas de las ratas no infectadas al 

infectarse con Ad-36 muestran una mayor captación de glucosa, lo que indica una mayor 

sensibilidad a la insulina (51). 

[0019] También se observa una mayor sensibilidad a la insulina a pesar del aumento en la 

10 grasa corporal en los medicamentos antidiabéticos de la clase de las tiazolidindionas (TZO) (52 y 

53). Las TZOs aumentan la replicación pre-adipocitos, diferenciación y acumulación de lípidos y 

aumentan la sensibilidad a la insulina de todo el cuerpo. Se piensa que el efecto de sensibilización a 

la insulina de las TZOs se debe a su efecto sobre la replicación pre-adipocitos y diferenciación (que 

genera nuevos adipocitos más pequeños) y sobre PPARy (un gen importante en la diferenciación 

15 adipocita y ruta de señalamiento de la insulina) (52 y 53). Se demuestra que la sensibilidad a la 

insulina en humanos se relaciona inversamente con el tamaño del adipocito (54 y 55). 

[0020] Los factores que se requieren para una sensibilidad aumentada a la insulina incluyen 

un mayor número de pre-adipocitos y diferenciación, y activación de AMPc y enzimas de las vías de 

señalamiento de la insulina (por ejemplo, fosfotidil inositol-3 quinasa (PI3K o PI3 quinasa). A su vez, 

20 la diferenciación de pre-adipocitos está modulada por la activación de la PI3 quinasa y las vías de 

señalamiento de AMPc (43-48). Se ha demostrado que Ad-36 aumenta la replicación pre

adipocitos, el número de adipocitos diferenciados y las vías de PI3 quinasa (56). 

[0021] No todos los adenovirus comparten el potencial adipogénico de Ad-36. El adenovirus 

aviar CELO (de las siglas en inglés del virus huérfano letal del embrión de pollo) o los adenovirus 

25 humanos tipo 2 o 31 no promueven la adiposidad en animales (21 y 57). A diferencia de Ad-36, Ad-

2 no aumenta la diferenciación de pre-adipocitos (9). La seropositividad de Ad-36 se ha asociado 
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con la obesidad humana (8). Se observó una distribución casi igual de seropositividad entre los 

sujetos obesos y no obesos para los adenovirus no adipogénicos Ad-2 y Ad-31 (8 Y 49). Esto sugiere 

que la mayor frecuencia de anticuerpos Ad-36 en sujetos obesos (8) no es simplemente un 

resultado de la obesidad, y que Ad-2 o Ad-31 no están asociados con la obesidad. 

E4 orf 1 Y diferenciación 

[0022] Aunque el grupo D (de Ad-36) contiene el mayor número de serotipos, no se ha 

estudiado tan bien como el grupo e de adenovirus (por ejemplo, Ad-2 y Ad-5). Sin embargo, se ha 

caracterizado parcialmente un virus del grupo D, Ad-9. Este virus atrajo inicialmente la atención 

debido a que produce tumores en ratas (29). La investigación del mecanismo tumorigénico de Ad-9 

10 demostró que era necesario el gen E4 orf 1. Los genes EIA y EIB, que son necesarios y suficientes 

para la transformación por los adenovirus del grupo A y grupo B, no son necesarios para la 

transformación de Ad-9 (30-33). Los estudios hechos posteriormente sobre la proteína Ad-9 E40rfl 

identificaron 3 dominios donde las mutaciones ocasionan una pérdida de la actividad de 

transformación (34). Uno de estos se ubica en la terminal e de la proteína y posteriormente se 

15 demostró que es un dominio de enlace PDZ. Los dominios PDZ se reconocieron inicialmente como 

dominios de interacción de proteínas en fSD/SAP90, ºIg y fO-1. Estos dominios tienen un tamaño 

aproximado de 90 aminoácidos y se encuentran en más de 400 proteínas humanas (35). Los 

dominios PDZ median la interacción proteínica mediante el enlace a dominios de enlace PDZ 

ubicados típicamente en las terminales e de otras proteínas, como es el caso de Ad-9 E4 orf 1. 

20 También pueden enlazarse a los péptidos internos y otros dominios PDZ. Las proteínas PDZ podrían 

tener sólo un dominio o más de una docena de dominios PDZ y frecuentemente contienen también 

otros tipos de dominios de interacción proteínica. Las proteínas PDZ se han descrito como 

proteínas de andamiaje que organizan otras proteínas en grupos funcionales, y se ha demostrado 

que actúan en la transducción de señales, sinapsis neuronal e intersecciones intercelulares. Se ha 

25 demostrado que la proteína Ad-9 E4 orf 1 se asocia con las proteínas PDZ MUPPI, MAGI-l, ZO-2 y 

PATJ para reubicar estas proteínas de las intersecciones estrechas de la célula epitelial hasta el 

citoplasma. La deleción del dominio de enlace PDZ Ad-9 E4 orf 1 elimina estas interacciones 
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proteínicas y destruye la actividad de transformación de E4 orf 1 (36). El Ad-9 E4 orf 1 activa 

además PI3K (37). Esto requiere el dominio de enlace PDZ E4 orf 1 Y se supone que implica una o 

varias proteína PDZ, que todavía no se han identificado. Ni las subunidades catalíticas ni las 

reguladoras de PI3K contienen dominios PDZ. Aunque se requiere la activación de PI3K para la 

5 transformación inducida por E4 orf 1, no es suficiente. La regulación al alta de la ruta PI3K es una 

respuesta celular común a varios de los 50 tipos conocidos de adenovirus humanos (71-74). PI3K es 

una enzima que se requiere en la adipogénesis (38-39). Pero Ad-2, un virus no adipogénico, 

también regula al alta la actividad de PI3K (71). Por lo tanto, la respuesta adipogenética a la 

infección con Ad-36 involucra más que la simple regulación al alta de la actividad de PI3K. 

10 Adiposidad inducida por Ad-36 

[0023] El proceso de la diferenciación de adipocitos comprende la detención del crecimiento, 

seguida por una fase de expansión clonal y terminando con la expresión de los factores clave de 

transcripción y diferenciación terminal. El proceso de diferenciación en pre-adipocitos de rata 

(células 3T3-L1) puede iniciarse por la exposición de las células confluentes a metil-isobutilxantina, 

15 dexametasona e insulina (MDI). Durante la diferenciación, los genes que son inhibidores de la 

adipogénesis o innecesarios para la función de las células grasas se reprimen (por ejemplo, 

disminución de Pref-1, CUP y PRE). Sin embargo, la expresión de los genes tempranos, intermedios 

y tardíos de diferenciación (por ejemplo, C/EBPf3, C/EBPeS y RxR) aumenta, seguida por la expresión 

de C/EBPa y PPARy, Y finalmente seguidos por la acumulación de lípidos. La expresión de CEBP/f3 es 

20 crítica para la activación de PPAR y otros genes pre-adipogénicos subsiguientes (40). La co

expresión de C/EBPf3 y C/EBPeS induce la expresión de PPARy, que es el más adiposo específico de 

los PPARs (a, eS y y) (41). La expresión de PPARy conjuntamente con CEBPa lleva a la activación de 

varios genes, incluyendo aP2, GLUT4, SCD1, PEPCK y leptina (41 y 42) Y a la terminación del proceso 

de diferenciación. 

25 
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DIVULGACiÓN DE LA INVENCiÓN 

[0024] Hemos descubierto que la expresión del gen E4 orf 1 de Ad-36 por sí mismo es 

responsable del aumento en la sensibilidad a la insulina observada en animales infectados con Ad-

36. Para determinar los efectos de Ad-36 E4 orf-l se prepararon pre-adipocitos 3T3-Ll que 

5 expresan establemente el gen Ad-36 E4 orf 1, E4 orf 1 sin su dominio de enlace PDZ (E4 orf 1 fiPDZ) 

o un vector vacío (control). Observamos que las células 3T3-Ll que expresan Ad-36 E4 orf 1 o E4 

orfl fiPDZ poseen una activación significativamente mayor de la ruta AMPc en comparación con el 

control; mientras que solo las células que expresan Ad-36 E4 orf 1 poseen una mayor activación de 

la ruta PI3 quinasa. La atenuación del efecto de E4 orf 1 sobre la ruta de la PI3 quinasa mediante la 

10 deleción de la región de enlace PDZ de la proteína (E4 orf 1 fiPDZ) sugiere que el dominio de enlace 

PDZ de la proteína Ad-36 E4 orf 1 contribuye a la activación de la PI3 quinasa. Asimismo, la Ad-36 

E4 orf 1 que expresa los pre-adipocitos 3T3-Ll demuestra una capacidad extremadamente alta de 

diferenciación. Además, la expresión de E4 orf 1 aumenta la replicación de pre-adipocitos. Por lo 

tanto, hemos descubierto que la proteína Ad-36 E4 orf 1 aumenta la sensibilidad a la insulina y 

15 promueve la diferenciación de pre-adipocitos. Puede usarse esta proteína para aumentar la 

sensibilidad a la insulina y mejorar la diabetes. Además, los fármacos que imitan la acción de la 

proteína Ad-36 E4 orf 1 pueden usarse para aumentar la sensibilidad a la insulina y mejorar la 

diabetes. La proteína Ad-36 E4 orf 1 también puede usarse para aumentar la replicación de las 

células, como las células madre, y usarse para aumentar las células grasas en un paciente con 

20 lipodistrofia, cuando el sujeto no tiene la capacidad de desarrollar células grasa maduras. Esta 

condición puede ocasionar una comorbilidad grave como resultado de la incapacidad de almacenar 

grasa corporal en los adipocitos. 

[0025] Además, hemos descubierto que el potencial de sensibilización a la insulina de la 

infección con Ad-36 probablemente depende del aumento en la proliferación de pre-adipocitos y 

25 adipogénesis, activación de PPARV2, LPL, FAS Y la expresión del gen de glicerol quinasa, y el 

aumento en la secreción de adiponectina. No se han descrito ninguno de estos cambios para otros 
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adenovirus humanos. Se ha descrito un aumento en PI3K en otros adenovirus humanos, así como 

para Ad-36. Sólo se sabe que Ad-36 está asociado con la obesidad humana. 

[0026] También hemos descubierto que la infección con Ad-36 en las células musculares 

esqueléticas aumentan la diferenciación y captación de glucosa independiente de la insulina. De 

5 manera similar a los adipocitos, se espera que la proteína Ad-36 E4 orf 1 cause estos efectos. 

BREVE DESCRIPCiÓN DE LOS DIBUJOS 

[0027] La Figura lA ilustra el mARN Ad-2 aislado de células madre adiposas humanas (hASe) 

1 día después de la infección con el virus Ad-2 (multiplicidad de infección (MOl) de 3,8). 

[0028] La Figura lB ilustra el mARN Ad-36 aislado de células hASe 1 día después de la 

10 infección con el virus Ad-36 (3,8 MOl). 

[0029] Las Figuras 2A-2e ilustran un análisis Western Blot para eREB (Figura 2A), PKB (Figura 

2B) Y proteínas p38 (Figura 2e) de los lisados de hASe 24 horas después de la infección con Ad-2 

(MOl 3,8), Ad-36 (MOl 3,8) o con medios (simulados). 

[0030] La Figura 3 ilustra la cantidad de proliferación celular (expresada como % células en 

15 fase S) de hASe 32 h después de la infección con Ad-36 (MOl 3,8) o infectado con medios 

(simulados). 

[0031] La Figura 4A ilustra el grado de expresión de e/EBP~ en hASe 1 día después de la 

infección con Ad-36 (MOl 3,8) o infectado con medios (simulados). 

[0032] La Figura 4B ilustra el grado de acumulación de lípidos en hASe 5 días después de la 

20 infección con Ad-36 (MOl 3,8) o infectado con medios (simulados). 

[0033] La Figura 5 ilustra el grado de respuesta a los medios de diferenciación, expresado 

como % células de tinción de lípidos, en hASes aislados de Ad-36 ADN+ de sujetos humanos en 

comparación con Ad-36 ADN- de sujetos humanos. 
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[0034] las Figuras 6A-6C ilustran un análisis Western blot para las proteínas CREB (Figura 

6A), PKB (Figura 6B) y p38 (Figura 6C) de hASC 24 h después de la infección con medios (simulados) 

o con Ad36+NC siARN (Mal 3,8) o con Ad-36+E4 orf-1 siARN (Mal 3,8). 

[0035] la Figura 7 A ilustra el grado de expresión WntlOb en hASC 1 día después de la 

5 infección con Ad-36 + NC siARN (Mal 3,8), E4 orf-1 siARN solo (Mal 3,8) o Ad-36 + E4 orf1 siARN 

(Mal 3,8). 

[0036] la Figura 7B ilustra el grado de expresión C/EBP13 en hASC 2 días después de la 

infección con Ad-36 + NC siARN (Mal 3,8), E4 orf-1 siARN solo (Mal 3,8) o Ad-36 + E4 orfl siARN 

(Mal 3,8). 

10 [0037] la Figura 7C ilustra el grado de expresión PPARV2 en hASC 3 días después de la 

infección con Ad-36 + NC siARN (Mal 3,8), E4 orf-1 siARN solo (Mal 3,8) o Ad-36 + E4 orfl siARN 

(Mal 3,8). 

[0038] la Figura 7D ilustra el grado de acumulación de lípidos en hASC 6 días después de la 

infección con Ad-36 + NC siARN (Mal 3,8), E4 orf-1 siARN solo (Mal 3,8) o Ad-36 + E4 orf1 siARN 

15 (Mal 3,8). 

[0039] la Figura 8A ilustra el grado de expresión del gen Ad-36 E4 orf 1 proveniente de 

células madre adiposas de ratas Wistar 4 días después de ser infectadas con Ad-36, control (no 

infectado), Infl (Rata 1 infectada con Ad-36), Inf2 (Rata 2 infectada con Ad-36), Ad-2 (NC, control 

negativo) y PC (control positivo, células A549 infectadas con Ad-36). 

20 [0040] la Figura 8B ilustra el cambio temporal en la expresión del gen Ad-36 ElA proveniente 

de células madre adiposas de ratas Wistar del día 2 al día 9 después de la infección con Ad-36 

(infección intranasal con aproximadamente 1012 PFU). 
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[0041] La Figura 8C ilustra el cambio temporal en la expresión del gen Ad-36 E4 orf 1 

proveniente de células madre adiposas de ratas Wistar del día 2 al día 9 después de la infección con 

Ad-36 (infección intranasal con aproximadamente 1012 PFU). 

[0042] La Figura 8D ilustra el cambio temporal en el ADN de Ad-36 proveniente de células 

5 madre adiposas de ratas Wistar entre 3 h Y 9 días después de la infección con Ad-36 (infección 

intranasal con aproximadamente 1012 PFU). 

10 

[0043] La Figura 9A ilustra la diferencia en la acumulación de lípidos en hASC inoculadas con 

Ad-36 (Ad-36 + Os; Mal 2,7) o medios (Os), y después de tres días incubadas en medios 

osteogénicos durante 6 días. 

[0044] La Figura 9B ilustra la diferencia en la expresión de PPAR-y determinada mediante 

qRT-PCR en hASC inoculadas con Ad-36 (Ad-36 + Os; Mal 2,7) o medios (Os), y después de tres días 

incubadas en medios osteogénicos durante 6 días. 

[0045] La Figura 9C ilustra la diferencia en la expresión de RunX2 determinada mediante qRT

PCR en hASC inoculadas con Ad-36 (Ad-36 + Os; Mal 2,7) o medios (Os), y después de tres días 

15 incubadas en medios osteogénicos durante 6 días. 

[0046] La Figura lOA ilustra la diferencia en la expresión de las proteínas ~ de unión al 

activador CCAAT (C/EBP-~) determinada por qRT-PCR en hASC durante hasta 9 días después de la 

infección con Ad-36 (Mal 2,7) o medios (Con). 

[0047] La Figura 10B ilustra la diferencia en la expresión del gen del receptor activado por 

20 proliferador peroxisoma y2 (PPAR-y2) determinada por qRT-PCR en hASC durante hasta 9 días 

después de la infección con Ad-36 (Mal 2,7) o medios (Con). 

[0048] La Figura lOC ilustra la diferencia en la expresión aP2 determinada por qRT-PCR en 

hASC durante hasta 9 días después de la infección con Ad-36 (Mal 2,7) o medios (Con). 

ES 2 472 325 T3

 

13



[0049] La Figura 11A ilustra la diferencia en la acumulación de lípidos (determinada por 

tinción con Aceite Rojo-O) en hASC después de 9 días de infección con MOl creciente de Ad-36, de 

aproximadamente 0,5 a unos 13,3, y con medios (CON). 

[0050] La Figura 118 ilustra el cambio temporal posterior de hasta 12 días en la acumulación 

5 de lípidos (determinada por tinción con Aceite Rojo-O) en hASC inoculados con Ad-36 (MOl 2,7) o 

medios (CON). 

[0051] La Figura 11C ilustra el cambio temporal posterior de hasta 12 días en la expresión de 

la lipoproteína lipasa (LPL) en hASC inoculados con Ad-36 (MOl 2,7) o medios (CON). 

[0052] La Figura 11D ilustra el cambio temporal posterior de hasta 12 días en la expresión de 

10 la glicerol quinasa (GyK) en hASC inoculados con Ad-36 (MOl 2,7) o medios (CON). 

[0053] La Figura 11E ilustra el cambio temporal en la liberación de glicerol en hASC después 

de hasta 9 días de la inoculación con Ad-36 (MOl 2,7) o medios (CON). 

[0054] La Figura 11F ilustra el cambio temporal posterior de hasta 9 días en la acumulación de 

lípidos (determinada por tinción con Aceite Rojo-O) en hASC incubados con inductores de la 

15 diferenciación de adipocitos e inoculados con Ad-36 (MOl 2,7) o medios (CON). 

[0055] La Figura 12A ilustra el grado de fosforilación de la proteína quinasa 8 (PK8) en el 

tejido adiposo humano 15 días después de la inoculación con medios (simulados) o con Ad-36 (MOl 

3,8). 

[0056] La Figura 128 ilustra el grado de fosforilación de p38 en el tejido adiposo humano 15 

20 días después de la inoculación con medios (simulados) o con Ad-36 (MOl 3,8). 

[0057] La Figura 12C ilustra el grado de expresión del factor de crecimiento epitelial vascular 

(VEGF) en el tejido adiposo humano 4 días después de la inoculación con medios (simulados) o con 

Ad-36 (MOl 3,8). 
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[0058] la Figura 120 ilustra el grado de expresión de la proteína (3 de unión al activador 

CCAAT (CjE8P-(3) en el tejido adiposo humano 12 días después de la inoculación con medios 

(simulados) o con Ad-36 (Mal 3,8). 

[0059] la Figura 12E ilustra el grado de expresión del receptor activado por el proliferador 

5 peroxisoma y2 (PPAR-y2) en el tejido adiposo humano 15 días después de la inoculación con 

medios (simulados) o con Ad-36 (Mal 3,8). 

[0060] la Figura 13A ilustra la cantidad de secreción de adiponectina en las células 3T3-l1 7 

días después de la inoculación con Ad-36 (Mal 3,8) o con medios (CON). 

[0061] la Figura 138 ilustra la cantidad de secreción de adiponectina en las células 3T3-11 que 

10 expresan E4 orf lona expresan E4 orf 1 (nula) 7 días después de la inoculación con Ad-36 (Mal 

3,8). 

15 

[0062] la Figura 14A ilustra el cambio temporal en la expresión del gen Ad-36 E4 orf-l en las 

células musculares esqueléticas humanas (hSKM) hasta 5 días después de la inoculación con Ad-36 

(Mal 3,8). 

[0063] la Figura 148 ilustra el cambio dependiente de la dosis en la expresión del gen Ad-36 

E4 orf-l en las células musculares esqueléticas humanas hasta 5 días después de la inoculación con 

Ad-36 (Mal entre aproximadamente 1,9 y 7,6). 

[0064] la Figura 15 ilustra el grado de expresión usando el análisis Western blot para varias 

proteínas que participan en la diferenciación de las células musculares (M-cadnerina, MyoO, 

20 Miogenina) en clisatos de células musculares esqueléticas humanas 7 días después de la 

inoculación con Ad-36 (Mal 3,8 o Mal 7,6), usando la expresión de (3-actina como un control. 

[0065] la Figura 16A ilustra el grado de captación de glucosa en las células musculares 

esqueléticas aisladas en sujetos humanos diabéticos 24 h después de la infección con Ad-36 (Mal 

3,8 ó 7,6) e incubadas con medios sencillo (base) o con insulina (estimulado con insulina). 
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[0066] La Figura 16B ilustra el grado de captación de glucosa en las células musculares 

esqueléticas aisladas en sujetos humanos delgados, no diabéticos, 24 h después de la infección con 

Ad-36 (MOl 3,8 ó 7,6) e incubadas con medios sencillo (base) o con insulina (estimulado con 

insulina). 

[0067] La Figura 17 ilustra el grado de expresión de la proteína Glu1 o Glut4 en células 

musculares esqueléticas humanas usando el análisis Western blot 7 días después de la inoculación 

con Ad-36 (MOl entre aproximadamente 1,9 y 7,6) o Ad-2 (MOl 3,8), usando la expresión de a

actina como control. 

[0068] La Figura 18A ilustra el efecto dependiente de la dosis sobre la expresión del gen Glutl 

10 en células musculares esqueléticas humanas usando un ensayo PCR en tiempo real 7 días despuéS 

de la inoculación con Ad-36 (MOl entre aproximadamente 1,9 y 7,6) o medios. 

15 

[0069] La Figura 18B ilustra el efecto dependiente de la dosis sobre la expresión del gen Glut4 

en células musculares esqueléticas humanas usando un ensayo PCR en tiempo real 7 días después 

de la inoculación con Ad-36 (MOl entre aproximadamente 1,9 y 7,6) o medios. 

[0070] La Figura 19 ilustra el grado de expresión de varias proteínas (PY, IRS-1, IRS-2, IR-a y PI 

3K) usando análisis Western blot con los lisados de células musculares esqueléticas humanas 7 días 

después de la infección con Ad-36 (MOl entre aproximadamente 1,9 y 7,6) o medios e incubadas 

con o sin insulina (100 nM), usando a-actina como control. 

[0071] La Figura 20 ilustra la cantidad de actividad PI3 quinasa asociada con IRS-1 o IRS-2 

20 usando inmunoprecipitación seguida de un ensayo de la actividad de PI3 quinasa con lisa dos de 

células musculares esqueléticas humanas 7 días después de la infección con Ad-36 (MOl entre 

aproximadamente 1,901 Y 7,6) o medios, e incubados con o sin insulina (100 nM). 

[0072] La Figura 21 ilustra el grado de expresión de la proteína RAS usando análisis Western 

blot con lisados de células musculares esqueléticas humanas 7 días después de la infección con Ad-

25 36 (MOl entre aproximadamente 1,901 y 7,6) o medios, e incubados con o sin insulina (100 nM). 
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[0073] La Fig 22A ilustra el grado de acumulación de lípidos determinada usando tinción con 

rojo de Nilo en células confluentes 3T3-Ll inoculadas con vector nulo, gen Ad-36 E4 orf 1, o gen Ad-

36 E4 orf 1 sin el dominio de enlace PDZ (E4 orf 1 dPDZ) e incubadas en MDI (MDI+, medios con 

insulina y dexametasona). 

[0074] La Figura 22B ilustra el grado de acumulación de lípidos determinada usando tinción 

con rojo de Nilo en células confluentes 3T3-L1 inoculadas con vector nulo, gen Ad-36 E4 orf 1, o 

gen Ad-36 E4 orf 1 sin el dominio de enlace PDZ (E4 orf 1 dPDZ) e incubadas solo en medios (MDI-). 

[0075] La Figura 22C ilustra los niveles de AMPc usando un equipo de inmunoensayo directo 

de AMPc a partir de células 3T3-Ll 24 h después de re-alimentarse en células salvajes de 3T3-Ll o 

10 células inoculadas con el gen Ad-36 E4 orf 1 (E40rf1 T24) o el gen Ad-36 E4 orf 1 sin el dominio de 

enlace PDZ (E40rf1dPDZ). 

[0076] La Figura 22D ilustra los niveles de CREBP, como el cociente de CREB fosforilado y 

CREB total, determinado usando análisis Western blot con lisados de células 3T3-L1 24 h después 

de re-alimentarse en células salvajes de 3T3-Ll o células inoculadas con el gen Ad-36 E4 orf 1 

15 (E40rf1 T24) o el gen Ad-36 E4 orf 1 sin el dominio de enlace PDZ (E40rf1dPDZ). 

[0077] La Figura 22E ilustra la cantidad de actividad del fosfato quinasa B (PKB) usando 

análisis Western blot con lisados de células 3T3-L1 a los tiempos O y 24 h después de la inoculación 

con el vector nulo (Null), el gen Ad-36 E1a (E1a), el gen Ad-36 E4 orf 1 (E40rf1) o el gen Ad-36 E4 

orf 1 sin el dominio de enlace PDZ (dPDZ), usando la expresión de MAPK como control. 

20 [0078] La Figura 22F ilustra la expresión genética de CEBP/(3 determinada usando q-RT-PCR 

sobre mARN de células 3T3-L1 con tipo salvaje (3T3Ll) o 2 días después de la inoculación con el gen 

E4 orf1 (E40rf1). 
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MODELOS PARA REALIZAR LA INVENCiÓN 

[0079] Hemos aislado una secuencia de ácido nucleico que comprende la SEQ ID NO:l que 

codifica la proteína Ad-36 E4 orfl. También reivindicamos cualquier secuencia de ácido nucleico 

que codifique la misma secuencia de aminoácido como se muestra en la SEQ ID NO:2 según la 

5 degeneración del código genético. Un vector de transformación que comprende la secuencia de 

ácido nucleico que codifica la proteína Ad-36 E4 orfl podría usarse para transponer células 

adiposas o células musculares esqueléticas mamíferas. 

[0080] También divulgamos una proteína para el empleo en el tratamiento o mejora de los 

síntomas de una enfermedad en un paciente mamífero en el cual se selecciona la enfermedad del 

10 grupo que comprende lipodistrofia, diabetes o una enfermedad debida a la resistencia a insulina, y 

dicho empleo comprende la administración al paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva 

de la proteína Ad-36 E4 orf 1, donde los síntomas del paciente mejoran después de dicha 

administración. Si la enfermedad está relacionada con la resistencia a la insulina, entonces la 

sensibilidad a la insulina del paciente aumentará después de dicha administración. Si la 

15 enfermedad está relacionada con la lipodistrofia, el número de células del tejido adiposo en el 

paciente aumenta después de dicha administración. Si la enfermedad es diabetes debida a una alta 

concentración de glucosa sérica, entonces la cantidad de glucosa sérica disminuye después de 

dicha administración. 

[0081] También divulgamos que la proteína Adenovirus-36 E4 orf 1 puede administrarse 

20 mediante la introducción al mamífero de una secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína 

del Adenovirus-36 E4 orf 1, de manera que se permita la expresión de la proteína Adenovirus-36 E4 

orf 1. En dicho método, la secuencia de ácido nucleico puede introducirse mediante un método 

seleccionado entre los dados en el siguiente grupo que comprende electroporación, transfección 

DEAE dextrano, transfección de fosfato de calcio, fusión de liposoma catiónico, fusión de 

25 proptoplasto, creación de un campo eléctrico in vivo, bombardeo con microproyectiles recubiertos 

ES 2 472 325 T3

 

18



con ADN, inyección con virus defectuosos de replicación recombinante, recombinación homóloga, 

terapia genética in vivo, terapia genética ex vivo, vectores virales y transferencia de ADN desnudo. 

[0082] También divulgamos un vector para el uso en la mejora o inducción de adipogénesis 

en un paciente mamífero, y dicho uso comprende la administración al tejido adiposo del paciente 

5 de un vector con la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína Ad-36 E4 orf 1; donde la 

expresión de la secuencia codificada de aminoácido en el tejido adiposo del paciente tiene como 

resultado la adipogénesis. 

[0083] También divulgamos un vector para el uso en la mejora o inducción de la captación de 

glucosa en un paciente mamífero, y dicho empleo comprende la administración al tejido muscular 

10 esquelético del paciente de un vector con la secuencia de ácido nucleico para codificar la proteína 

Ad-36 E4 orf 1; donde la expresión de la secuencia codificada de aminoácido en el tejido muscular 

esquelético del paciente tiene como resultado un aumento en la captación de glucosa. 

[0084] También divulgamos un vector para el uso en mejorar o inducir la sensibilidad a la 

insulina en un paciente mamífero, y dicho empleo comprende la administración al tejido adiposo 

15 del paciente de un vector con la secuencia de ácido nucleico para codificar la proteína Ad-36 E4 orf 

1; donde la expresión de la secuencia codificada de aminoácido en el tejido adiposo del paciente 

tiene como resultado un aumento en la sensibilidad a la insulina. 

[0085] las proteínas Ad-36 E4 orf 1 pueden usarse para aumentar la sensibilidad a la insulina 

y mejorar los síntomas debidos a la diabetes, para atenuar la lipodistrofia, para inducir la 

20 replicación de células madre o para estimular la captación de glucosa de células musculares. A 

continuación se muestran dos posibles enfoques que pueden emplearse: 

[0086] Usando la SEQ ID NO:l o la SEQ ID NO:2, la proteína purificada de Ad-36 E4 orf 1 

puede prepararse, por ejemplo, usando la producción de proteína recombinante disponible en la 

actualidad. Usando la proteína purificada, la estructura 3-D de la proteína puede determinarse 

25 mediante cristalografía por rayos X. Usando el conocimiento de esta estructura, pueden 
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identificarse o producirse fármacos que podrían imitar la acción de la proteína E4 orf 1. Estos 

fármacos podrían usarse para dirigirse a los tejidos específicos con el fin de obtener el efecto 

deseado, por ejemplo, adipocitos. los fármacos podrían administrarse, por ejemplo, a los 

preadipocitos usando tecnologías tales como nanopartículas por ingeniería de superficie o 

5 bioconjugados nanopartículas-aptamer. la proteína purificada también podría ser administrada a 

los tejidos usando técnicas conocidas en el campo, tales como inyección dirigida o usando un 

sistema de gen-vector para administrar el gen Ad-36 E4 orf 1. 

[0087] Esperamos que ya sea que los fármacos imiten las acciones de los genes o que la 

proteína preparada en los preadipocitos o en el tejido adiposo derivado de las células madre 

10 promuevan su replicación y diferenciación, aumentando así el número de células grasas. Esto 

aumentará la sensibilidad a la insulina y atenuara la hiperglucemia de la diabetes. Además, la 

lipodistrofia es una condición marcada por la incapacidad de los preadipocitos de diferenciarse en 

adipocitos, teniendo como resultado el almacenamiento ectópico de grasa en el cuerpo y causando 

una resistencia intensa a la insulina. la diferenciación de las células grasas inducidas por la proteína 

15 Ad-36 E4 orf 1 proporcionará células grasas maduras para el almacenamiento de grasa y atenuará 

las comorbilidades asociadas. 

[0088] Además, la secuencia de ácidos nucleicos que codifica la proteína del adenovirus 36 E4 

orf 1 puede administrarse al tejido usando diversos enfoques de terapias genéticas. Entre los 

diferentes enfoques de administración del gen sistémico, se ha demostrado que la inyección de un 

20 gen al tejido seguida de electroporación aumenta el nivel de expresión del gen inyectado. Otros 

métodos de introducción de ácido nucleico exógeno a los órganos del mamífero incluyen los 

siguientes: transfección DEAE Dextrano, transfección de fosfato de calcio, fusión de liposomas 

catiónicos, fusión de protoplasto, creación de un campo eléctrico in vivo, bombardeo con 

microproyectiles recubiertos con ADN, inyección con virus recombinante incapaz de replicarse, 

25 recombinación homóloga, terapia genética in vivo, terapia genética ex vivo, vectores virales y 

transferencia de ADN desnudo. Estos métodos son reconocidos por los expertos en el campo. 

Véase la Publicación de Solicitud de Patente de EE.UU. Nº US 2002/0119945. 
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[0089] Teniendo en cuenta los efectos anteriores descritos de Ad-36 E4 orf 1, pueden 

emplearse ensayos rutinarios tales como el PCR en tiempo real, PCR de transcripción inversa, 

análisis por Northern blot, ensayo por inmunoabsorción enzimática (EUSA), Western blot, o 

similares para detectar la presencia del ADN, mAR N o la proteína respectiva en el tejido adiposo, 

5 sangre u otro tejido o fluido corporal de Ad-36 E4 orf 1. Esta prueba podría usarse para predecir la 

sensibilidad a la insulina del sujeto. 

[0090] 

[0091] 

Hemos descubierto el siguiente gen y secuencias aminoácidas para Ad-36 E4 orf 1: 

(1) Secuencia de AON de Ad-36 E4 oñ 1 (SEQ ID n!! 10) 

ES 2 472 325 T3

 

21



[0092] 

ATGGCTGAATCTCTGTATGCTTTCATAGATAGCCCTGGAGGGATCG 

CTCCCGTCCAGGAAGGGGCTAGCAATAGATATATCTTcnnTGCCCCGAATCTTT 

CCACATTCCTCCGCATGGGGTGATATTGCTTCACCTCAGAGTGAGCGTGCTGGTT 

5 CCTACTGGATATCAGGGCAGATTTATGGCCTTGAATGACTACCATGCCAGGGGCA 

10 

TACTAACCCAGTCCGATGTGATATTTGCCGGGAGAAGACATGATCTCTCTGTGCT 

GCTCTTTAACCACACGGACCGATTTTTGTATGTCCGCGAGGGCCACCCAGTGGGA 

ACCCTGCTGCTGGAGAGAGTGATTTTTCCTTCAGTGAGAATAGCCACCCTGGTTT 

AG 

[0093] 

[0094] 

(2) Traducción de la proteína Ad-36 E4 orf 1 (SEQ ID n!! 2) 

MAESlY AFIDSPGGIAPVQEGASNRYIFFCPESFHIPPHGVlllHlRVSV 

lVPTGYQGRFMAlNDYHARGllTQSDVIFAGRRHDlSVllFNHTDRFlYVREGHPV 

15 GTlllERVIFPSVRIATlV 

[0095] (3) Secuencia de AON de Ad-36 E4 orf 14POZ (SEQ ID n!! 3) 

[0096] 

ATGGCTGAATCTCTGTATGCTTTCATAGATAGCCCTGGAGGGATCG 

CTCCCGTCCAGGAAGGGGCTAGCAATAGATATATCTTcnnTGCCCCGAATCTTT 

20 CCACATTCCTCCGCATGGGGTGATATTGCTTCACCTCAGAGTGAGCGTGCTGGTT 

CCTACTGGATATCAGGGCAGATTTATGGCCTTGAATGACTACCATGCCAGGGGCA 
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TACTAACCCAGTCCGATGTGATATTTGCCGGGAGAAGACATGATCTCTCTGTGCT 

GCTCTTTAACCACACGGACCGATTTTTGTATGTCCGCGAGGGCCACCCAGTGGGA 

ACCCTGCTGCTGGAGAGAGTGATTTTTCCTTCAGTGAGAATATAG 

[0097] (4) Traducción de la proteína Ad-36 E4 orf 1 APOZ Ad-36 E4 orf 1 (SEQ ID NO. 4) 

5 [0098] 

MAESlYAFIDSPGGIAPVQEGASNRYIFFCPESFHIPPHGVlllHlRVSV 

lVPTGYQGRFMAlNDYHARGllTQSDVIFAGRRHDLSVllFNHTDRFlYVREGHPV 

GTLllERVIFPSVRI 

[0099] Se demostró que la proteína Ad-36 E4 orf 1 es diferente de otras secuencias genéticas 

10 conocidas para otras proteínas del adenovirus E40rf 1 usando la base de datos BLAST. Por ejemplo, 

las similitudes porcentuales con seis adenovirus son las siguientes: Ad-9, 92%; Ad-46, 92%; Ad-12, 

47%; Ad-50, 47%; Ad-3, 47% Y Ad-7, 47%. 

Ejemplo 1 

Materiales y métodos 

15 [00100] las abreviaturas y papeles de los diversos compuestos aquí empleados son los 

siguientes: 

Abreviatura Compuesto y su papel en este estudio 

AMPc 
Monofosfato cíclico de adenosina; 

Indica la diferenciación celular y acumulación de lípidos 

CEBPs 
Proteínas de unión al activador CCAAT a, (3, ó; 

Genes indicadores de la cascada de diferenciación de preadipocitos 

CREBP 
Proteína de enlace del elemento de respuesta del AMP cíclico; 

Indica la activación de AMPc 
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Glut 1 
Transportador de la glucosa 1; 

Participa en la captación de glucosa independiente de la insulina 

Glut4 
Transportador de la glucosa 4; 

Participa en la captación de la glucosa estimulada por la insulina 

IL 
Interleucinas (citoquinas de la respuesta inmune); 

Indican inflamación 

MCP-l 
Proteína quimioatrayente de monocitos 1; 

Indica inflamación 

MIF 
Factor inhibidor de macrófagos 1; 

Previene la migración de macrófagos 

P38 (MAPK) 
Proteínas quinasa activadas por mitógenos P38; 

Molécula fundamental en la diferenciación celular 

P13K 
Fosfotidil inositol-3' quinasa; 

Enzima fundamental e indicador de la diferenciación celular, 
proliferación, angiogénesis, captación de la glucosa y acumulación 

de lípidos 

PKB 
Proteína quinasa B; 

Indica la activación de PI3k 

PPARY2 
Receptor y2 activado por los proliferadores de peroxisomas; 

Factor de transcripción fundamental que participa en la 
diferenciación de preadipocitos y sensibilidad a la insulina 

WntlOb 
Actúa como freno sobre la diferenciación de preadipocitos. 

La expresión disminuye conforme los preadipocitos se diferencian 
para formar adipocitos 

[00101] Aislamiento de hASe: Se obtuvieron aspirados por liposucción de sitios del tejido 

adiposo subcutáneo de sujetos tratados por cirugía plástica de elección. El tejido se lavó 3 veces 

con PBS y se suspendió en un volumen igual de solución tamponada de fosfato (PBS) suplementada 

5 con 0,1% de colagenasa tipo I de Clostridium histolyticum (cat. nº LS004196, Worthington) y 1% 

albúmina proveniente de suero bovino esencialmente libre de ácidos grasos, ~96%, y polvo 

liofilizado (cat. nº A6003, Sigma Chemical Co., Sto Louis, Missouri, EE.UU.) durante 1 hora a 37 oC 

bajo agitación moderada controlada a aproximadamente 75 rpm. Los tubos se centrifugaron a 

1.200 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos, seguida por 10 segundos de agitación 
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vigorosa, y se repitió el paso de la centrifugación. Se eliminó el sobrenadante y se re-suspendió la 

píldora celular en 10 mi de PBS estéril con 1% BSA, seguida por la centrifugación a 1200 rpm 

durante 5 min a temperatura ambiente. La píldora celular se re-suspendió en medio estromal y 

200 111 de suspensión celular se expusieron a tampón lisogénico celular de eritrocitos Hybri-Max 

5 (cat. n2 R7757, Sigma) durante 20 min seguido de un recuento celular usando un homocitómetro y 

solución azul de triptano 0,4% (cat. n2 T8154, Sigma). 

[00102] Cultivo de ASC humono o de rotos: Se creció el ASC en medio estromal que contenía 

medio de Eagle modificado por Dulbecco/mezcla de nutrientes de Ham F12 (DMEN/F12) 1:1, 3,15 I 

de glucosa, glutamina, rojo de fenol, HEPES, 1,2 bicarbonato de sodio, piruvato de sodio (cat. n2 

10 SH30023.01, HyClone), suplementado con 10% FBS (cat. n2 SH30070.03, HyClone) y solución 

antibiótico/antimicótico lX (cat. n2 A-5955, Sigma) que contenía 10.000 unidades de penicilina, 

10 mg de estreptomicina y 25 Jlg de anfotericina B por mI. 

[00103] Inoculoción con Ad-36 de hASC: Se inoculó hASC de pasaje 2 con medio estromal (CON) 

o Ad-36 2,7 MOl durante 1 hora. Después se reemplazó el medio con medio estromal fresco. Se 

15 mantuvieron las células en cultivo durante 9 ó 12 días, y cada 3 días se reemplazó el medio. 

[00104] Diferencioción osteogénico de hASC: Se cultivó hASC de pasaje 2 hasta un confluente 

80-90%. Se inoculó el grupo Ad-36 con el virus y los dos grupos (Ad-36 y CON) recibieron medio 

estromal durante 3 días. El día 1 de la inducción osteogénica se reemplazó el medio con medio de 

inducción de osteoblastos que contenía DMEM con 10% FBS, 10 mM l3-glicerofosfato, 0,15 mM 

20 ascorbato-2-fosfato, 10 nM dexametazona, 100 U/mi de penicilina y 100 Ilg/ml de estreptomicina. 

Se mantuvieron las células en cultivo durante 6 días después de la inducción osteogénica. 

[00105] Construcción de célulos 3T3-Ll que expreson estoblemente Ad-36 E4 orj 1 o genes E1A: 

Para determinar la contribución de los genes candidato Ad-36 individuales, se construyeron 

vectores de retrovirus para transducir genes Ad-36 individuales a células 3T3-Ll y para seleccionar 

25 células que expresan estos genes. El vector LXSN contiene un sitio múltiple de clonación para la 

inserción de genes de interés y el gene de resistencia a la neomicina para la selección de células 
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transducidas por el vector. las células 3T3-l1 se infectaron con vectores LXSN que expresan el gen 

Ad-36 ElA, el gen Ad-36 E4 orf 1, gen Ad-36 E4 orf 1 con el dominio de unión PDZ suprimido (E4 

orf-1 dPDZ) o vectores vacios. Después de la confluencia, aun sin la inducción MDI, las células E4 

orf 1 empiezan a acumular lípidos, ligeramente antes que las células 3T3-L1 no transducidas 

5 (control) o las células transducidas con el vector nulo (no se muestran los datos). 

[00106] Determinación de la acumulación de /ípidas: El Aceite Rojo O es un colorante 

específico de los lípidos. Este ensayo se basa en que el grado de tinción de las células grasas con 

Aceite Rojo O es proporcional al grado de acumulación de lípidos. las células se fijan durante 1 h 

con solución de formalina al 10% (cat. nº HT551128, Sigma), después se lavan con agua y se tiñen 

10 durante 2 h con Aceite Rojo O (cat. nº BP 112-10, Fisher), seguida de un enjuague extenso con 

agua. Después de evaporar el exceso de agua a 32 oC, se extrajo el colorante con alcohol 

isopropílico (cat. nº 190764, Sigma) meciendo las placas durante S minutos, y su absorbencia se 

leyó a 510 nm. 

[00107] Extracción del ADN: El ADN total se extrajo usando el Mini Equipo de Tejidos DNeasy 

15 (cat. nº 69504, Qiagen) basado en una tecnología avanzada de membrana de gel de sílice para la 

purificación rápida y eficiente del ADN celular total, sin extracción orgánica o precipitación con 

etanol. Se almacenaron las muestras de ADN a -80 oC hasta su uso en la amplificación. 

[00108] Extracción de ARN y síntesis de cADN: Se extrajo el ARN usando el Mini Equipo RNeasy, 

que combina las propiedades selectivas de enlace de una membrana de gel de sílice con la rapidez 

20 de la tecnología de microspin siguiendo las instrucciones del fabricante (cat. nº 74104, Qiagen). Se 

eliminó el ADN residual usando Desoxirribonucleasa I Grado Amplificación (cat. nº 18068-015, 

Invitrogen) la que digiere el ADN de hélice doble y sencilla dando oligodesoxirribonucleótidos que 

contienen 5'-fosfato. Se hizo la transcripción inversa de un ~g de ARN total para producir cADN 

usando el equipo de síntesis de cADN iScript™ ( cato nº 170-8890, Bio-Rad) siguiendo el protocolo 

25 del fabricante. Se almacenaron las muestras a -80 oC hasta su uso en la amplificación. 

ES 2 472 325 T3

 

26



[00109] RT-PCR cualitativa en das pasas: Se empleó el sistema central PCR 11 (cat. nO M7665, 

Promega) para la amplificación del cADN, obtenido como se describe anteriormente. Su usó agua 

como control negativo de PCR. El control positivo de PCR fue ADN de células A-549 infectadas con 

Ad-36. La mezcla de reacción contenía 1,5mM MgCb, 1x tampón de reacción de ADN polimerasa 

5 termofílica, mezcla de nucleótidos que contiene 200 11M de cada nucleótido, 1 11M de cebadores 

aguas abajo yaguas arriba, 1 ~ de plantilla de ADN y 1,25 unidades de Taq ADN polimerasa. El 

volumen total se llevó a 50111 con agua sin ADNasa. Se desnaturalizó el ADN durante 2 min a 95 oC y 

se sujetó a 35 ciclos de PCR (94 oC durante 1 min, 58 oC durante 1 min, 72 oC durante 2 min), 

seguido por extensión a 72 oC durante 5 mino Se visualizaron los productos PCR en un gel de 

10 agarosa al 1,2% con un marcador en escalera 100 bp de ADN (cat. nO G-2101, Promega). 

[00110] PCR cuantitativo en tiempo real (qRT-PCR): Se generó un patrón usando cADN o ADN 

(dependiendo del diseño experimental) mezclando las muestras experimentales. Fueron necesarios 

al menos tres puntos de datos, que representan diluciones a una décima parte para generar una 

curva patrón. Las mezclas de reacción de control no de plantilla contenían agua en lugar de 

15 muestra. El PCR cuantitativo en tiempo real se hizo en placas de reacción ópticas de 96 ó 384 

pocillos usando un detector de secuencias ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems, Branchburg, New 

Jersey, EE.UU.) usando un sistema de detección en verde SYBER (cat. nO 170-8880, Bio-Rad). La 

mezcla de reacción contenía 2,5111 del tampón verde 10x SYBER, 1 mM cada uno de dATP, dGTP, 

dCTP Y dUTP, 2 mM MgCI2, 0,625 unidades de iTaq ADN polimerasa, 200 nM de cada uno de los 

20 cebadores directo e inverso, 50 ng cADN ó 40 ng ADN yagua para alcanzar un volumen final de 

25 111. Tanto las muestras como los patrones se ejecutaron por duplicado y cada nivel de 

transcripción se ajustó al gen de mantenimiento usado (P actina para las muestras de rata o 

ciclofilina B para las muestras humanas). Se llevaron a cabo las reacciones usando los siguientes 

parámetros: un ciclo de 48 oC durante 30 min, después 95 oC durante 10 min, seguidos de 40 ciclos 

25 a 95 oC durante 15 s y 60 oC durante 1 mino Se expresó la cantidad de mARN para los genes de 

interés relativo en relación al gen de mantenimiento. 
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[00111] 

Ejemplo 2 

El ad-36 induce la diferenciación y acumulación de Irpidos en el tejido adiposo humano 

derivado de células madre (hASe) 

los preadipocitos de rata (3T3-l1) proporcionan un modelo in vitro conveniente para 

5 el estudio de la adipogénesis. Sin embargo, para determinar la pertinencia de la adipogénesis 

inducida con Ad-36 en humanos, se estudiaron los efectos de la infección con Ad-36 y Ad-2 en 

cultivos primarios hASe. En la confluencia, los cultivos hASC se privaron de suero durante 18 h 

antes de la infección con Ad-2 o Ad-36 a MOl 3,8. Se observó tanto la expresión del gen viral Ad-2 

como de Ad-36 en cultivos hASC infectados experimentalmente (Figuras lA y lB). En la Figura lA se 

10 muestra la expresión del mARN de Ad-2 aislado después de un día de infección yen la Figura lB se 

muestra la expresión del mARN de Ad-36. Después de 24 h de la infección, se aislaron las proteínas 

y se analizaron por Western blot. En la Figura 2A se muestra el aumento en la fosforilación CREB 

como resultado de la infección con Ad-36 en comparación con la infección simulada (p<O,012). En 

la Figura 2B se muestra que la fosforilación PKB aumenta en los cultivos infectados con Ad-36 en 

15 comparación con la infección simulada (p<O,OlO). En la Figura 2C la fosforilación también ha 

aumentado en los cultivos infectados con Ad-36 en comparación con la infección simulada 

(p<0,005). Por lo tanto, en la ausencia de inductores de diferenciación, solo Ad-36 pudo inducir la 

adipogénesis. Ad-36, pero no Ad-2, aumentó las fosforilaciones CREB y PKB. 

[00112] la proliferación celular se determinó mediante la incorporación de BrdU a las 32 h. Se 

20 empleó análisis citométrico de flujo para determinar el porcentaje de células en fase S. Se encontró 

que el porcentaje es mayor en los cultivos infectados con Ad-36 en comparación con la infección 

simulada (p<0,007) (Figura 3). Asimismo, el Ad-36, pero no el Ad-2, reguló al alza la fosforilación de 

p38 (Figura 2C), lo que se requiere para la diferenciación de 3T3-l1 y de los preadipocitos humanos 

mediante la fosforilación de C/EBP~. los cultivos de hASC infectados con Ad-36 muestran un 

25 aumento en la expresión del gen C/EBP~ y acumulación de lípidos, un efecto que no se observa en 

los cultivos hASC infectados con Ad-2 (Figuras 4A y 4B). la expresión de C/EBP~ aumentó el día 1 
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en los cultivos infectados con Ad-36 en comparación con los cultivos infectados simulados 

(p<O,040). Además, en el día 5 la acumulación de lípidos fue mayor en los cultivos infectados con 

Ad-36 en comparación con los cultivos infectados simulados (p<O,004). En la Figura S, hASC 

proveniente de sujetos humanos con Ad-36 ADN+ presentó una respuesta más intensa a los 

5 medios de diferenciación en comparación con sujetos humanos con Ad-36 ADN- (p<O,003). 

10 

[00113] Por lo tanto, se demostró que Ad-36 induce la diferenciación, aumenta las rutas de 

AMPc, P13K y p38 MAPK, e induce la acumulación de lípidos en el tejido adiposo humano derivado 

de células madre, que son células que se considera incluyen células progenitor de linaje 

adipocitico. 

Ejemplo 3 

E4 oñ-1 es suficiente y necesario para producir cambios lipogénicos 

[00114] Para demostrar conclusivamente que se requiere E4 orf-l para la adipogénesis 

inducida por Ad-36, se empleó siARN para la interrupción selectiva de la expresión E4 orf-l en 

cultivos de 3T3-Ll y hASC infectadas con Ad-36. Ad-36 E4 orf-l siARN reduce en gran medida los 

15 niveles de E4 orf-l mARN a las 24 h y 48 h después de la infección en células 3T3-Ll infectadas con 

Ad-36 y suprimió completamente la expresión en cultivos de hASC 24 h después de la infección (no 

se muestran los datos). La interrupción de la expresión del gen E4 orf 1 mediada por Ad-36 E4 orf 1 

siARN causó la supresión de los efectos pro-adipogénicos de Ad-36 sobre las rutas de AMPc y PI3K, 

genes pro-adipogénicos y acumulación de lípidos en cultivos de hASe. 

20 [00115] En la confluencia, los cultivos hASC se privaron de suero durante 18 h antes de la 

infección con Ad-36 E4 orf 1 siARN, Ad-36 + NC siARN o Ad-36 + E4 orf 1 siARN. En las Figuras 6A-

6C, se recolectaron las proteínas 24 h después de la infección y se analizaron por Western blot en 

cuanto a las proteínas CREB (Figura 6A), PKB (Figura 6B) y p38 (Figura 6C). La Figura 6A ilustra el 

aumento en la fosforilación de CREB con Ad-36 + NC siARN en comparación con la infección 

25 simulada (p<O,OOl) y en comparación con Ad-36 + E4 orf 1 siARN (p<O,018). La Figura 6B ilustra el 
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aumento en la fosforilación de PKB en Ad-36 + NC siARN en comparación con la simulada (p<O,004) 

y en comparación con Ad-36 + E4 orf 1 siARN (p<O,018). Finalmente, la Figura 6C ilustra el aumento 

en la fosforilación de p38 en Ad-36 + NC siARN en comparación con la infección simulada (p<O,013) 

y en comparación con Ad-36 + E4 orf 1 siARN (p<O,003). En las Figuras 6A - 6C, la expresión de las 

5 proteínas en las células infectadas con Ad-36 + E4 orf 1 siARN no fue significativamente diferente a 

la de la infección simulada. 

[00116] Se recolectó ARN de células infectadas como en la pre-infección anterior (día O), y en 

los días 1, 2 Y 3. Las células se fijaron el día O, antes de la infección, y en los días 4 y 6 con tinción 

con Aceite Rojo O. En la Figura 7A, se demostró que la expresión de WntlOb disminuye el día 1 en 

10 Ad-36 + NC siARN en comparación con la infección simulada (p<O,002) y en comparación con Ad-36 

+ E4 orf 1 siARN (p<0.005). En la Figura 7B, se demostró que la expresión de C/EBP~ aumenta el día 

2 en Ad-36 + NC siARN en comparación con la infección simulada (p<O,OOl), y Ad-2 (p<O.OOl). En la 

Figura 7C se demostró que la expresión de PPARy2 aumenta el día 3 en comparación con la 

infección simulada (p<O,006) y en comparación con Ad-36 + E4 orf 1 siARN (p<0.032). En la Figura 

15 7D se demostró que la acumulación de lípidos es mayor en Ad-36 + NC siARN el día 6 en 

comparación con la infección simulada (p<O,002) y en comparación con Ad-36 + E4 orf 1 siARN 

(p<0.032). Por lo tanto, sin la actividad de E4 orf 1, la infección con Ad-36 no ocasiona el aumento 

en la diferenciación como se demuestra por el aumento en la expresión de Wntl0b, disminución 

en la expresión de C/EBP~ y PPARy2 Y disminución en la acumulación de lípidos en comparación 

20 con la infección con el tipo salvaje Ad-36 (Figuras 7A - 7D). Estos resultados implican la actividad de 

Ad-36 E4 orf 1 en los efectos pro-adipogénicos de la infección con Ad-36 en roedores y, de forma 

más importante, en el tejido adiposo humano. 

[00117] Se encontró que Ad-36 E4 orf 1 es suficiente y necesario para producir cambios 

lipogénicos en 3T3-Ll y hASC (como se demuestra con siARN contra Ad-36 E4 orf-l). Más aún, se 

25 requiere E4 orf 1 en la regulación al alta inducida por Ad-36 de las rutas AMPc, PI3K y p38 MAPK, Y 

para la inducción de las expresiones genéticas adipogénicas tales como C/EBP~ y PPARy2 en hASe. 
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La inducción de adipogénesis y PPARy2 se ha asociado a la mejora en la sensibilidad a la insulina 

(63 y 64). 

[00118] Para determinar si el aumento inducido por E4 orf 1 en lípidos se debe a la hipertrofia 

celular o a un mayor número de células que almacenan lípidos, se trataron células 3T3-L1 

5 confluentes y 3T3-L1 que expresan el vector nulo, E4 orf 1, o E4 orf 1 dPDZ con o sin MDI. Las 

células se tiñeron con rojo de Nilo, un colorante especifico para lípidos, y se determinó el 

porcentaje de células teñidas mediante un ensayo FACS. Como se muestra en las Figuras 22A y 22B, 

las células que expresan Ad-36 E4 orf 1 poseen el mayor número de células que contienen lípidos 

con (Figura nA) o sin MDI (Figura 22B) y la supresión del dominio de unión PDZ atenuó el efecto 

10 de pro-diferenciación de E4 orf 1. Ésta es la primera evidencia del papel del dominio de enlace del 

dominio PDZ de E4 orf 1 como un motivo funcional que imparte la propiedad adipogénica al gen. 

[00119] AMPc contribuye a la replicación y diferenciación. Se determinaron los niveles de 

AMPc en células 3T3-L1 confluentes sincronizadas que expresan establemente Ad-36 E4 orf 1, 

células Ad-36 E4 orf 1 dPDZ o células 3T3-L1 confluentes de tipo salvaje. Se determinó AMPc 

15 usando un equipo de inmunoensayo directo de AMPc (Biovision, cato nº 371-100). AMPc mostró 

niveles significativamente más altos en las células que expresan E4 orf 1 en comparación con las 

células 3T3-L1 de tipo salvaje o las células Ad-36 E4 orf 1 dPDZ (p = 0,025; Figura 22C). El efecto de 

mejoría de AMPc de Ad-36 E4 orf 1 se anuló al suprimir el dominio de enlace de PDZ. La activación 

de AMPc provoca la activación de CREB mediante su fosforilación; y fosfo-CREB activa 

20 intensamente los genes promotores-reporteros C/EBPI3, induce la expresión de C/EBPbeta y causa 

adipogénesis. Como se describe anteriormente, la proteína CREB total y fosforilada se determinó 

usando análisis Western blot 24 horas después de re-alimentarse, en células 3T3-L1 sincronizadas 

con el ciclo de las células confluentes que expresan de forma estable E4 orf 1, E4 orf 1 dPDZ, o en 

células 3T3-L1 de tipo salvaje. Las células que expresan E4 orf 1 tienen más CREB fosforilado 

25 (p<O,003; Figura 22D), y este efecto es atenuado por E4 orf 1 dPDZ (Figura 22D). 
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[00120] Las células 3T3-L1 que expresan de forma estable Ad-36 ElA, Ad-36 E4 orf 1, Ad-36 E4 

orf 1 dPDZ, o el vector nulo se alimentaron con 10% FBS después de 18 h de la privación de suero. 

Se recolectaron las células 24 h después en cuanto a proteína, se hizo el análisis Western blot para 

determinar la actividad de PKB y MAPK (usado como control de carga). Se usó el anticuerpo 

5 monoclonal PKB inmovilizado para inmunoprecipitar PKB de los extractos celulares (100 ¡..tg 

proteína total). Usando un equipo de ensayo de la actividad de PKB no radioactivo (Cell Signaling, 

Beverly, Massachusetts, EE.UU.), se hizo un ensayo in vitro usando la proteína de fusión GSK-3 

como un substrato para el PKB enlazado. Se describió la actividad de PKB como una medida de la 

fosforilación de GSK-3 por Western blot usando un anticuerpo fosfo-GSK-3 (ser21/9). E4 orf 1 

10 mostró una mayor actividad de PKB a las 24 h (Figura 22E). La activación de PKB depende de la 

activación de PI3K y se considera una indicación de la activación de PI3K. La activación de PKB sin 

estimulación de la insulina indica que en presencia de Ad-36 E4 orf 1 no se requiere insulina para 

inducir el señalamiento PI3K. 

[00121] Finalmente, el ARN extraído 2 d después de la confluencia de las células que expresan 

15 E4 orf 1 y células 3T3-L1 se usó para determinar la expresión de CEBP/13 usando qRT-PCR. Se usó 13 

actina como control interno y se consideró como 11a expresión de CEBP/13 por las células 3T3-L1. 

La Figura 22F indica una expresión 8 veces mayor de CEBP/13 en las células que expresan E4 orf 1. 

[00122] Las células que expresan Ad-36 E4 orf 1 aumentaron la diferenciación espontánea y 

mejoraron las rutas de AMPc y señalamiento de insulina determinadas mediante el aumento en los 

20 niveles de AMPc, la actividad de la proteína de enlace del elemento de respuesta de AMPc, y la 

actividad de PI3 quinasa. Se confirmó adicionalmente el papel de Ad-36 E4 orf 1 en la 

diferenciación mediante la atenuación de su expresión en las células 3T3-L1 infectadas con Ad-36 

mediante una técnica ARNi, la cual reduce significativamente la acumulación de lípidos. Estos datos 

demuestran que E4 orf 1 mejora AMPc y las rutas de señalamiento de la insulina e induce la 

25 diferenciación en pre-adipocitos. Esto indica que E4 orf 1 es necesario para el efecto adipogénico 

de Ad-36 en hASe. En resumen, a través de su gen E4 orf 1, Ad-36 induce la diferenciación de pre

adipocitos en humanos y contribuye al efecto adipogénico del virus. 
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Ejemplo 4 

Ad-36 mejora la sensibilidad a la insulina o trata la lipodistrofia 

[00123] Ad-36 infecta Ase ex vivo: Ad-36 indujo la adiposidad en ratas 6 meses después de la 

inoculación y aumentó la diferenciación de pre-adipocitos en líneas celulares de roedores. Se hizo 

5 una prueba para determinar si los genes tempranos de Ad-36 se expresaron en células adiposas 

madre (ASe) obtenidas de tejidos adiposos de ratas infectadas con Ad-36. Ad-36 E4 orf 1 se 

expresó en ASC extraído de tejido epididimario de ratas Wistar 4 días después de la inoculación con 

Ad-36, pero estuvo ausente en las ratas inoculadas con medio (Figura 8A). La Figura 8A muestra la 

expresión del gen Ad-36 E4 orf 1 en ratas después de 4 días de la inoculación con medio o con Ad-

10 36, ASC de las ratas infectadas con Ad-36 expresó Ad-36 E4 orf 1 (infl e inf2), en comparación con 

la no expresión en el grupo de control (con), y con los controles positivos (PC, infectado con Ad-36) 

y negativos (NC, infectado con Ad-2), respectivamente. Esto indicó que el gen adipogénico Ad-36, 

E4 orf 1, se expresa en el tejido adiposo de animales infectados experimentalmente, lo que sugiere 

la replicación viral y el efecto directo subsiguiente de Ad-36 sobre el tejido adiposo. 

15 [00124] Ad-36 infecta ASe in vitro: Se determinó un curso de tiempo de la infección Ad-36 en 

hASC determinando la expresión del gen temprano E1A y E4 orf 1 durante 9 días después de la 

inoculación. El hASC pre-confluente infectado con Ad-36 demostró expresión continua de ADN de 

Ad-36 y E1A Y E4 orf 1. Los genes Ad-36 E1A (Figura 88) y E4 orf 1 (Figura 8e) se expresan y el ADN 

genómico Ad-36 aumenta con el paso del tiempo (Figura 8D). Se determinaron el ARN y ADN por 

20 qRT-PCR y los valores se representaron en una escala logarítmica (N=3; Media ± DE) (Figuras 88, 8C, 

8D). Estos resultados sugieren que hASC puede soportar la expresión y replicación del gen Ad-36. 

[00125] El Ad-36 induce el compromiso de hASe al linaje adipocítico: Se inoculó hASC con 

medio (CON) o Ad-36. Después de 72 h los dos grupos se incubaron con medio osteogénico, que 

normalmente compromete al ASC al linaje osteogénico. El grupo inoculado con Ad-36 demostró un 

25 aumento en la acumulación de lípidos determinada por Aceite Rojo O (Figura 9A), mayor expresión 

PPAR-y (Figura 98) y menor expresión RunX2 (Figura 9e), determinadas por QRT.-PCR.lN=3; Media ± 
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DE). las células inoculadas con Ad-36 muestran una acumulación de lípidos significativamente 

mayor 9 días después de la inoculación, una mayor expresión de PPARy, un gen clave de la ruta 

adipogénica, y una expresión reducida de RUNx2, un gen clave de la ruta osteogénica. Estos 

resultados indican que Ad-36 compromete las células madre al linaje adipogénico, aún en 

5 presencia de inductores osteogénicos. 

[00126] Ad-36 induce la expresión de C/EBP8 y PPARV: C/EBPy y PPARy son los genes 

involucrados en la diferenciación de pre-adipocitos y objetivos posibles para la acumulación de 

lípidos inducida por Ad-36. Usando qRT-PCR, se demostró que Ad-36 aumenta significativamente la 

expresión de los genes C/EBP-f3 (p<O,Ol, Figura lOA) y PPARy (p<O,OOl, Fig 10B) 9 días después de 

10 la infección, en ausencia de cualquier agente de inducción de adipocitos. Esto indica que Ad-36 

induce parcialmente la diferenciación de hASC mediante la regulación al alta de la expresión de los 

genes C/EBPf3 y PPARy. 

[00127] Ad-36 induce la expresión aP2: la proteína de enlace de los ácidos grasos (aP2) se usa 

ampliamente como un marcador de la diferenciación de células no comprometidas a adipocitos 

15 maduros. Por lo tanto, se determinaron los niveles de expresión de aP2 por qRT-PCR en hASC 

infectado y no infectado (CON) con Ad-36. El hASC expresó niveles significativamente más altos de 

aP2 5 días (p<O,Ol), 9 días (p<0,05) y 12 días (p<O,Ol) después de la inoculación con Ad-36, en la 

ausencia de un cóctel de inducción (Figura lOC), donde se muestra que el Ad-36 induce la 

diferenciación terminal de hASe. 

20 [00128] Ad-36 induce y mejora la acumulación de lípidas en hASe. la acumulación espontánea 

de lípidos se define como la acumulación de lípidos presente en la ausencia de cualquier agente 

adipogénico (por ej., insulina, dexametasona, metil isobutil xantina, tiazolidindiona). Se emplearon 

múltiples MOls (multiplicidad de infección) para infectar hASC y se determinó la acumulación de 

lípidos 9 días después mediante el ensayo con Aceite Rojo O. la acumulación de lípidos en hASC 

25 como respuesta al aumento en Mal de Ad-36 se muestra en la Figura llA. El grupo infectado con 

Ad-36 mostró un aumento en la acumulación de lípidos en el orden de dosis en aumento del virus 
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(Mal), hasta un Mal de 2,7 (p<O,03, Figura 11A). Esto demuestra que Ad-36 induce la acumulación 

espontánea de lípidos en relación directa con la dosis. 

[00129] Como se muestra en la Figura 118, Ad-36 aumenta significativamente la acumulación 

de lípidos en hASC 9 días (p<O,01) y 12 días (p<O,01) después de la infección determinada mediante 

5 el ensayo con Aceite Rojo O. Se obtuvieron resultados similares en hASC obtenido de 3 donantes 

que pertenecían a una categoría diferente de edad e índice de masa corporal (IMC), lo que 

demuestra que Ad-36 puede inducir la acumulación de lípidos en hASe. 

[00130] la lipoproteína lipasa adiposa (lPl) participa en la captación de triglicéridos en los 

adipocitos. Al aumentar la captación de lípidos de la dieta, la sobre expresión de lPl aumenta la 

10 acumulación de lípidos en los adipocitos. Por lo tanto, se determinó la lPl en hASe. Se observó una 

mayor expresión de lPl en hASC infectado con Ad-36. la Figura 11C ilustra la expresión 

significantemente mayor de lPl en hASC 9 días (p<O,05) y 12 días (p<O,01) después de la 

inoculación con Ad-36, en la ausencia de un cóctel de inducción, determinada con qRT-PCR. la 

sobreexpresión de lPl en el grupo infectado indica que Ad-36 estimula la incorporación de lípidos 

15 en la dieta a los adipocitos, contribuyendo a la mayor acumulación de lípidos demostrada por 

encima de la acumulación de lípidos. 

[00131] la glicerol quinasa adiposa (Gk) es una enzima responsable de la síntesis de 

triglicéridos en adipocitos. Por lo tanto, se determinó la expresión de glicerol quinasa. Como se 

muestra en la Figura 110, la expresión de glicerol quinasa aumentó con la infección con Ad-36 y el 

20 glicerol disminuyó cuando se determinó en el medio (Figura 11E). Estos resultados sugieren que 

Ad-36 aumenta la acumulación de lípidos en adipocitos al proporcionar niveles más altos del 

glicerol necesario para la síntesis de lípidos. 

[00132] Ad-36 induce la acumulación de lípidos en ausencia de los inductores de adipocitos. Se 

hicieron experimentos para determinar el efecto de Ad-36 en hASC inducido por adipocitos, con la 

25 hipótesis de que el efecto de Ad-36 y los inductores de la diferenciación seria aditiva. Cinco días 

después de la inoculación e inducción de adipocitos, el grupo infectado con Ad-36 mostró una 
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acumulación de lípidos significativamente aumentada (p<O,Ol), determinada mediante tinción con 

Aceite Rojo O, normalizada al número de células (Figura 11F; n=5, media ± DE). Sin embargo, 

después de 9 días, la acumulación de lípidos fue similar en los dos grupos. Estos resultados 

demuestran que Ad-36 mejora la acumulación de lípidos en hASC en presencia de agentes de 

5 inducción de adipocitos. 

[00133J Ad-36 induce el compromiso de hASC al linaje adipogénico, aún en presencia de 

medios osteogénicos. Esto indica el uso potencial de Ad-36 en el tratamiento de lipodistrofia 

mediante la inducción de adipogénesis. Ad-36 también aumenta la expresión de mARN en la 

lipoproteína lipasa (lPl) y glicerol quinasa (GyK), lo que sugiere una mayor depuración de los 

10 lípidos y reducción en la liberación de glicerol en hASC infectado con Ad-36. Más aún, la infección 

de las células 3T3-l1 con Ad-36 tipo salvaje, así como la expresión de E4 orf 1 en las células 3T3-l1, 

aumentó en la secreción de adiponectina. Colectivamente, estos cambios metabólicos están 

asociados a una mejor sensibilidad a la insulina. 

15 

EjemploS 

Efecto adipogénico de Ad-36 sobre el tejido adiposo humano 

[00134J El tejido adiposo humano comprende células madre, células adipogénicas, células 

endoteliales, y células inmunogénicas. Además de la respuesta de células aisladas de linaje 

adipogénico se hicieron experimentos para determinar la respuesta del tejido adiposo completo en 

la infección con Ad-36, usando explantes de tejido adiposo humano (pedazos pequeños de tejido 

20 adiposo cultivado). la infección con Ad-36 de los explantes induce las rutas adipogénicas (p38 y 

PI3K) y aumenta la expresión de mARN de genes adipogénicos (CjEBP(3 y PPARV2) y angiogénicos 

(VEGF) (6). 

[OO13SJ Considerando la heterogeneidad celular y la extensa interacción de los tipos celulares 

residentes en el tejido adiposo, es posible que la respuesta de las células aisladas de linaje 

25 adipocítico no refleje exactamente la respuesta in vivo. En contraste con el aislamiento de células 
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con colagenasa y técnicas de cultivo, el cultivo de explantes de tejido adiposo humano permite la 

manipulación y análisis de interacciones celulares mientras que se mantienen las estructuras 

tridimensionales de los tejidos. Se hicieron experimentos para determinar si los cultivos de 

explantes de tejido adiposo humano retienen características adipogénicas, angiogénicas e 

5 inmunogénicas, y si los explantes responden como se predice en los estudios ex vivo e in vitro. Se 

encontró (no se muestran los datos) que las secciones de tejido adiposo humano obtenidas de 

lipoaspirados y después cultivadas como explantes en placas de 96 pocillos retienen la viabilidad 

como se demuestra mediante la expresión detectable de genes pro-adipogénicos, proteínas de 

unión 13 al activador CCAAT (CjEBPI3), receptores y2 activados por los proliferado res de 

10 peroxisomas (PPARy2), proteína de enlace de los lípidos adipocitos (ap2), lipoproteína lipasa (LPL), 

sintasa de ácido graso (FAS); gene angiogénico, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); 

citoquinas, proteína 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-l), factor inhibidor de macrófagos 1 

(MIF-l) e interleucina 18 (IL-18); la presencia detectable de rutas de transducción pro-adipogénicas 

activas (AMPc), fosfoinositida-3 quinasa (PI3K) y proteinquinasas activadas por mitógenos p38 

15 (MAPK), así como la presencia de una población de células de linaje monocito (Western blot para 

HAM56). 

[00136] Para evaluar el efecto de la infección con Ad-36 sobre el tejido adiposo humano, se 

infectaron explantes con Ad-36. Los explantes infectados demostraron una expresión intensa y 

mayor de los genes virales confirmando una infección viral activa. A semejanza de los resultados 

20 obtenidos con los hASC cultivados infectados con Ad-36, la infección viral regula al alta las rutas de 

transducción de la señal pro-adipogénica PI3K (Fig, 12A; día 2 después de la infección) y p38 (Figura 

12B; día 2 después de la infección), como se indica por el aumento en las fosforilaciones de PKB y 

p38, respectivamente, seguido de aumentos Significativos en pro-adipogénico (CjEBPI3 (Fig, 120; 

día 12 después de la infección) y PPARy2 (Figura 12E; día 15 después de la infección) y VEGF, 

25 expresión de un gen pro-angiogénico (Figura 12C; día 4 después de la infección) en explantes de 

tejido adiposo humano. En las Figuras 7A-7E, el tejido adiposo humano se inoculó con medio 

(simulado) o Ad-36 y se determinaron varias expresiones genéticas entre el día 2 y el día 15. Los 
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resultados sugieren que Ad-36 puede inducir cambios adipogénicos en el tejido adiposo humano. El 

empleo de explantes de tejido adiposo minimiza la extrapolación de los resultados in vitro 

obtenidos al estudiar tipos de células individuales o usando técnicas de ca-cultivo artificiales. 

[00137] Los estudios descritos anteriormente demuestran que la infección con Ad-36 del tejido 

S adiposo humano regula al alta la ruta de señalamiento de PI3 quinasa y aumenta la diferenciación y 

acumulación de lípidos. También se investigó la capacidad de Ad-36 de remodelar el tejido adiposo 

mediante la activación de PI3 quinasa infectando explantes de tejido adiposo humano en presencia 

o ausencia de Wortmanina (WM), un inhibidor de la PI3 quinasa bien caracterizado. La 

remodelación del tejido adiposo se evaluó determinando los marcadores de adiposidad (PPARy2, 

10 aP2), angiogénesis (PECAM-1), sensibilidad a la insulina (adiponectina, FAS) e inflamación (MCP-1). 

En la Tabla 1 se muestran los resultados. En dicha tabla, se compara el grupo Ad-36 con un control 

no infectado, mientras que el grupo Ad-36 + WM se compara sólo con Ad-36. 

Tabla 1: Cambio en la dimensión de la expresión genética por qRT-PCR (p<O,OS) 

Ad-36 Ad-36+WM 

PPARy2 29,0 -6,4 

aP2 106,0 -80,3 

PECAM-1 19,0 -34,8 

Adiponectina 8,7 -2,2 

FAS 3,3 -2,0 

MCP-1 -19,0 9,3 
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[00138] Colectivamente los resultados dados en la Tabla 1 sugieren que Ad-36 remodela el 

tejido adiposo humano para exhibir una mayor adipogénesis, angiogénesis, sensibilidad a la 

insulina y un perfil inflamatorio favorable de la citoquina, que requiere la actividad de PI3 quinasa. 

El potencial de Ad-36 de remodelar el tejido adiposo puede ofrecer un mecanismo terapéutico 

5 efectivo para remodelar un perfil desfavorable del tejido adiposo común en la obesidad, diabetes y 

síndrome metabólico. 

Ejemplo 6 

Ad-36 induce una reducción coordinada en la inflamación 

[00139] las citoquinas inflamatorias, como por ejemplo MCP-1, aumentan la resistencia a la 

10 insulina, y la reducción en sus niveles mejora la sensibilidad a la insulina (65). Se observó que la 

infección con Ad-36 reduce rápidamente la producción de citoquina pro-inflamatoria (MCP-1, Il-6, 

Il-18) y aumenta la expresión antiinflamatoria (MIF-1) en hASC y explantes de tejido adiposo in 

vitro y ratas in vivo. Ad-2, un adenovirus no adipogénico, no suprimió la respuesta inflamatoria. 

[00140] El crecimiento del tejido adiposo está asociado con un aumento en las citoquinas 

15 inflamatorias. Debido a la asociación de las citoquinas pro-inflamatorias con la diabetes y otras 

comorbilidades, la comprensión de la regulación de la respuesta pro-inflamatoria inducida del 

tejido adiposo es crítica. Se realizaron experimentos para determinar si Ad-36 reduce una 

respuesta antiinflamatoria en el tejido adiposo y adipocitos, lo que podría contribuir a la 

sensibilidad inducida a la insulina por Ad-36. Se infectó hASC de un donante sano (IMC=25) con Ad-

20 36 o Ad-2 (MOI=3,8). Ad-2 es un adenovirus humano no adipogénico usado como control negativo. 

El día 1, la expresión de mARN del factor de inhibición de la migración de macrófagos (MIF) fue 

significante mente mas elevado en la infección con Ad-36 y significativamente menor en la infección 

con Ad-2, lo que sugiere que Ad-36 suprime el reclutamiento de macrófagos, mientras que Ad-2 

promueve el reclutamiento de macrófagos (véase la Tabla 2). El día 2, la expresión de la proteína 

25 quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y de mAR N de Il-18 fue significativamente menor en el 

grupo infectado con Ad-36, lo que indica que la infección con Ad-36 induce una suoresión inmune 
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coordinada en células aisladas de linaje adipocítico. Para determinar la respuesta antiinflamatoria 

de Ad-36 en el tejido adiposo, explantes de tejido adiposo humano obtenidos por lipoaspiración se 

infectaron con Ad-36. A semejanza de los resultados obtenidos con hASC, el grupo infectado con 

Ad-36 mostró una mayor expresión de MIF y menor de mARN de MCP-1 en comparación con el 

5 control no infectado (Tabla 2). Para determinar el impacto in vivo de la modulación inducida por 

Ad-36 de la inflamación, se inocularon por vía intranasal ratas Wistar macho de 5 semanas con 

medio, Ad-36 inactivado con UV, o Ad-36 competente en la replicación. Cuatro días después, se 

encontró que los niveles de IL-6 sérico se habían reducido en los dos grupos infectados con el virus, 

indicativo de una supresión inmune mediada por un receptor (Tabla 2). Sin embargo, los niveles de 

10 IL-18 y MCP-1 se redujeron significativamente sólo en la infección con Ad-36 competente en la 

replicación, lo que indica que para obtener estos efectos se requiere una replicación viral activa. 

Estos datos indican que Ad-36 puede inducir rápidamente la reducción coordinada en la 

inflamación, lo que podría jugar un papel directo en la modulación de la adiposidad y sensibilidad a 

la insulina. 

15 Tabla 2: Porcentaje de mARN* o proteína** en comparación con los grupos de control no 

infectados respectivos. Los datos se expresan como Media % Cambio (valor p) 

MCP-l MIF IL-18 IL-6 

hASC*: infectado 42% 154% 79% NA 

con Ad-36 (p<0,003) (p<0,001) (p<0,OO7) 

hASC*: infectado 136% 51% 94% NA 

con Ad-2 (p<0,05) (p<0,03) (p=NS) 

Explantes hAT*: 70% 167% 113% NA 

infectado con (p<0,07) (p<0,056) (p=NS) 

Ad-36 
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5 

Suero de rata**: 52% NA 51% 22% 

infectado con (p<0,05) (p<0,005) (p=NS) 

Ad-36 

Suero de rata**: 92% NA 76% 28% 

Ad-36 inactivado (p=NS) (p<0,054) (p=NS) 

con UV 

NA: Datos no disponibles; NS: Estadísticamente no significativo. 

Ejemplo 7 

Los efectos de Ad-36 que no se deben a la "infección" 

[00141] La comparación con los adenovirus humanos no adipogénicos es un enfoque para 

identificar las características únicas de Ad-36. Quizás el adenovirus humano tipo 2 (Ad-2) es el virus 

más difundido, pero es no adipogénico en animales y no se ha encontrado asociación con la 

obesidad humana. Ya que las células 3T3-L1 expresan muy poco el receptor del virus de Coxsackie

adenovirus (CAR) usado por Ad-2 para la entrada a la célula, no puede infectar las células 3T3-L1 y 

10 promover la diferenciación: una explicación posible de la falta descrita de efecto adipogénico para 

Ad-2. Para resolver el asunto de la entrada celular de Ad-2, se usaron células 3T3-Ll que sobre

expresan CAR (3T3-CAR). Ad-36 y Ad-2 podrían infectar las células 3T3-CAR, como se determinó por 

la expresión de los genes virales respectivos. Estos resultados apoyan el que la infección con Ad-36 

de 3T3-CAR aumenta significativamente la proliferación celular, la ruta de la PI3 quinasa, la 

15 diferenciación y la acumulación de lípidos en comparación con el control no infectado (no se 

muestran los datos). Sin embargo, ninguno de estos efectos lipogénicos fueron observados en 3T3-

CAR infectado con Ad-2. Se repitió este experimento en células madre derivadas de tejido adiposo 

humano (hASC), que apoyan la expresión de los genes virales para Ad-2 y Ad-36. El Ad-36, pero no 

el Ad-2, aumentó significativamente la acumulación de lípidos en hASC (no se muestran los datos). 

20 Por esto, el efecto adipogénico de Ad-36 no se debe simplemente a ~entradaaJgs. pr~adipocitos.. 
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[00142] Para identificar adicionalmente el mecanismo del efecto anti-lipogénico, se 

determinaron los efectos de Ad-2 durante un curso de tiempo de la cascada de expresión genética 

adipogénica durante hasta 7 días después de la infección en ausencia o presencia de inductores 

adipogénicos (por ejemplo, metil isobutil xantina, dexametasona e insulina (MDI)). Se usó Ad-36 

5 como un control adipogénico positivo. Los resultados se muestran en la Tabla 3. 

10 

Tabla 3: Cambios en la expresión genética y acumulación de lípidos por Ad-36 y Ad-32 en 

comparación con un grupo de control no infectado. p<O,OS para todos los cambios observados. 

NO: no hay diferencia en comparación con el control no infectado 

WntlOb Prefl C/EBPp C/EBPo C/EBPa PPARy2 G3POH aP2 Lípido 
Ad-36 t t i i i i i i i 
NoMDI 
Ad-2 NO t NO NO t NO t t t 
NoMDI 
Ad-36 t t i i i i i i i 
+MDI 
Ad-2 NO NO NO NO t t t t t 
+MDI 

[00143] Los grupos infectados con Ad-2 presentaron una acumulación de lípidos 

significativamente menor aún en presencia de MDI (Tabla 3). Estos resultados indican un patrón 

diferente de modulación genética celular por Ad-36, que podría contribuir a sus efectos 

fenotípicos. El adenovirus humano no adipogénico Ad-2 no es lipogénico en las células 3T3-L1 o 

hASe, a pesar del éxito en la infección de esas células por el virus. Por esto, los efectos observados 

15 de Ad-36 no se deben simplemente a una "infección", sino más específicamente a las proteínas 

virales hechas por Ad-36. 
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EjemploS 

Ad-36 Y Ad-36 E4 orf 1 aumentan la adiponectina 

[00144] Se determinó la concentración de adiponectina en medio en células 3T3-Ll 7 días 

después de la inoculación con Ad-36. la cantidad de adiponectina fue significativamente mayor en 

5 el grupo Ad-36 en comparación con el grupo de control no infectado (p<O,04) (Figura 13A). 

Además, las células 3T3-l1 que sólo expresan el gen Ad-36 E4 orf 1 mostraron una mayor secreción 

de adiponectina en medio, lo que indica un papel de E4 orf 1 en la modulación de la secreción de 

adiponectina (Figura 138). Por lo tanto, en comparación con el control no infectado, las células 

3T3-l1 infectadas con Ad-36 mostraron una expresión 12 veces mayor de adiponectina (P<O,OOl). 

10 Además, los niveles de acuaporin-7 aumentaron un 37% en pre-adipocitos, pero disminuyeron 19% 

en adipocitos infectados con Ad-36 (no se muestran los datos). Como se esperaba, Ad-36 aumentó 

los niveles de glicerol intracelulares (p<0,05) y redujo la liberación de glicerol al medio en hasta un 

cuarto. los resultados indican que el aumento en la adiponectina y reducción en la liberación de 

glicerol debido a la supresión de acuaporina-7 podrían contribuir al efecto sensibilizador a la 

15 insulina de Ad-36, mientras que aumenta la acumulación de lípidos en adipocitos. 

[00145] Por lo tanto, Ad-36 de tipo salvaje y su gen E4 orf 1 aumentan la secreción de 

adiponectina en las células grasas, lo que indica un papel para el virus o para el gen E4 orf 1 (o 

proteína) en el aumento en la sensibilidad a la insulina. 

Ejemplo 9 

20 La infecci6n con Ad-36 aumenta la diferenciaci6n y captaci6n de glucosa en las células 

musculares esqueléticas 

[00146] El músculo esquelético juega un papel importante en la depuración de la glucosa y 

sensibilidad a la insulina. Un paso limitante en este proceso es el transporte de la glucosa, que es 

mediada por diferentes transportadores de glucosa. GLUTl es responsable del transporte basal y 

25 GlUT4 es responsable del transporte de la glucosa estimulada por la insulina o el ejercicio a través 
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de translocación a la membrana del plasma (66). Por lo tanto, además de este efecto sobre el tejido 

adiposo y los adipocitos, se determinó el efecto de Ad-36 sobre la captación de la glucosa por el 

músculo esquelético. Como se describe posteriormente, hemos demostrado que Ad-36 puede 

infectar el músculo esquelético humano y promover la diferenciación de los mioblastos. Ad-36 

S aumenta la abundancia de PI3K, y de las proteínas de transporte glut 4 y glut 1 y aumenta la 

captación de glucosa en el músculo esquelético humano diabético y no diabético. Parece que el 

aumento en la captación de glucosa es independiente del señalamiento de la insulina. 

[00147] Cultivo de células musculares esqueléticas humanas. Los métodos para la biopsia 

muscular y aislamiento y crecimiento celular son las descritas (67). Se obtuvieron biopsias 

10 musculares del músculo vas tus lateralis mediante el procedimiento de biopsia con aguja de sujetos 

con diabetes tipo 2 y un sujeto delgado. Se picaron aproximadamente 100 mg de tejido humano 

con tijeras quirúrgicas y se digirieron con 0,55% tri psi na y 2,21 mM EDTA con agitación constante a 

37 oc. Después de centrifugarse para eliminar la grasa y detritos, se crecieron los mioblastos en un 

cultivo de monocapa en medio de crecimiento de músculo esquelético (SkGM) de Cambrex Co 

15 (Walkersville, Maryland, EE.UU.) con 10% (v/v) suero de feto bovino, 1% (v/v) antibióticos (10.000 

unidades/mi de penicilina G y 10 mg/ml de estreptomicina), 2 mM de glutamina y 25 mM Hepes 

(pH 7,4). 

[00148] Infección de células HKSM con el virus Ad-36. Se mantuvieron las células de mioblastos 

en medio de crecimiento músculo esquelético con 10 FBS a 80% confluencia. Las células se 

20 infectaron con Ad-36 o Ad-2 usando las dosis señaladas durante 1 hora. Las células infectadas con 

Ad-2 se usaron como grupo de control. Después de transcurrida la hora, se lavaron las células y se 

añadió medio fresco. Se verificó el éxito de la infección determinando la expresión del gen viral 

mediante qPCR, como se indicó anteriormente. 

[00149] Análisis por ensayo RT-PCR en tiempo real: El ARN total de las células hSKM se aisló 

25 con reactivo TRlzol (lnvitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante, y se purificó adicionalmente 

usando el mini-equipo RNeasy de Qiagen (Maryland). 
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[00150] Análisis por Western blot. Se prepararon lisados de células enteras como se describió 

previamente (68). Se incubaron las membranas con anticuerpos policlonales o monoclonales que 

reconocen los anticuerpos MyoD, Miogenina, M-cadherina, IRS-1, IRS-2, IR p, PI 3, Akt-p, Ras, Glut-

1, Glut-4 o p-actina, respectivamente. Siguiendo el anticuerpo secundario correspondiente 

S conjugado con peroxidasa de rábano, se detectaron las señales mediante solución 

quimioluminiscente mejorada. Se cuantificaron las bandas específicas por densitometría de 

barrido, y los datos se normalizaron a los niveles de p-actina. 

[00151] Captación de 2-desoxi-D-glucosa. Se infectaron células hSKM con varias dosis de virus 

Ad-36 durante hasta S días. Se añadió vehículo (solución salina) o insulina (100 mM) durante los 

10 últimos 15 minutos de incubación. Las células se lavaron dos veces usando PBS y se llevó a cabo la 

captación de glucosa como se ha descrito anteriormente (69). Brevemente, las células musculares 

se cultivaron en placas de 24 pocillos con S x 105 células/pocillo en medio SkMG que contenía S 

mM de glucosa y 2% de suero de ternera durante 24 ha 37 oc. Se reemplazó el medio de cultivo 

con un medio basal de células musculares esqueléticas sin suero, glucosa o piruvato (sin factores 

15 de crecimiento) que contenía 10 ¡..tCi/ml eH]2DG 500 ¡..tI/pocillo (Perkin Elmer üfe Sciences, Bastan, 

Massachusetts, EE.UU.). Después, se incubaron los pocillos durante 7 min a temperatura ambiente. 

A continuación, se eliminó el medio por aspiración, y se lavaron las células tres veces con PBS frío. 

Las células se lisaron con 500 ¡..tI/pocillo de NaOH 0,2N durante 15 mino Se transfirió ellisado celular 

(400 ¡..tI) de cada placa de pocillos a un vial de centelleo y se determinó la radiactividad mediante un 

20 recuento de centelleo. Todos los experimentos se hicieron por triplicado con al menos tres 

donantes diferentes de células musculares. 

[00152] Ensayos de la actividad de la PI3 quinasa asociada con IRS-l y IRS-2. Se 

inmunoprecipitó un total de 1 mg de proteína proveniente de los lisados de células musculares 

usando 4¡..tg de anticuerpo policlonal IRS-1 para determinar la actividad de la PI3 quinasa asociada 

25 con IRS-1, como se ha descrito anteriormente (70). Se visualizó el producto PI3 quinasa fosfato por 

autorradiografía, y se cuantificó por densitometría de barrido. 
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[00153] Ad-36 puede infectar las células musculares esqueléticas humanas (hSKM): Usando un 

ensayo PCR en tiempo real, se determinó la expresión del gen E4 orf 1 en células HSKM infectadas 

con Ad-36. las células musculares aisladas de biopsias musculares de sujetos humanos (67) se 

inocularon con o sin Ad-36 durante hasta 5 días. Como se muestra en la Figura 14A, el mARN de 

5 Ad-36 E4 orf 1 aumentó con el tiempo con una infección de Ad-36 de MOl de 3,8. Adicionalmente, 

se probaron diferentes dosis de infección con Ad-36 (MOl entre aproximadamente 1,9 y 7,6). Como 

se muestra en la Figura 14B, el mAR N de E4 orf 1 aumentó con la dosis. los datos mostrados en las 

Figuras 14A y 14B son el resultado de mediciones por triplicado y representan una media ± DEM. 

[00154] Mioblastos mejorados con Ad-36 se diferencian en miotubos. Usando un análisis por 

10 Western blot para varias proteínas musculares, se demostró que las células infectadas con Ad-36 

muestran un nivel significantemente mayor de proteínas M-cadnerina, miogenina y MyoD al día 7 

después de la infección con Ad-36. las concentraciones aumentaron con la dosis más alta de MOl 

de 7,6 (Figura 15). Estas proteínas indican una diferenciación de mioblastos a miotubos. 

[00155] Ad-36 aumenta la captación de glucosa en células musculares. la captación de 2-

15 desoxi glucosa se determinó en células musculares infectadas con Ad-36 obtenidas de un sujeto 

diabético y un sujeto delgado no diabético. Se determinó el grado de captación con o sin 

estimulación de insulina en un control, y también a dos dosis diferentes de Ad-36 (MOl de 3,8 y 

7,6). Como se muestra en la Figura 16A, la infección con Ad-36 aumentó significativamente la 

captación de glucosa basal y la estimulada por insulina en células hSKM provenientes de un sujeto 

20 diabético pasado de peso en comparación con el grupo de control no infectado. Adicionalmente, se 

obtuvieron resultados similares a niveles comparables de infección en células hSKM provenientes 

de un sujeto delgado no diabético (Figura 16B). El ensayo de glucosa se hizo por triplicado y los 

resultados en las Figuras 16A y 16B se expresaron como media ± DEM (*** P<O,OOl, células 

infectadas con Ad-36 en comparación con el control no infectado). 

25 [00156] Ad-36 aumenta la expresión genética de GLUTl y GLUT4 y las proteínas en células 

hSKM. Usando un análisis de Western blot, se determinó el efecto de la infección con Ad-36 y Ad-2 
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sobre la abundancia de las proteínas Glutl y Glut4 7 días después de la infección. En la Figura 17 se 

muestran los resultados. La infección con Ad-36, pero no con Ad-2, aumentó significativamente el 

nivel de las proteínas Glutl y Glut4 en relación directa con la dosis. 

[00157] Adicionalmente, usando un ensayo PCR en tiempo real, se determinó el efecto de la 

5 infección con Ad-36 sobre la expresión genética de Glutl y Glut4 en células hSKM. El día 7 después 

de la infección se demostró que Ad-36 aumenta la expresión genética de Glutl hasta un MOl de 3,8 

(Figura 18A). Sin embargo, se observó el nivel más alto de expresión de Glut4 en las células hSKM a 

un MOl de 7,6 (Figura 18B). En las Figuras 18A y 18B, los datos son la media ± DEM de mediciones 

por triplicado (*P<0,05, **P<O,Ol Y ***P<O,OOl, al compararse las células infectadas con Ad-36 con 

10 el control). 

[00158] Ad-36 aumenta PI3K, pero no las proteínas que participan en la ruta de señalamiento 

de la insulina. Usando un análisis Western blot se determinaron las proteínas que participan en el 

análisis de proteínas de la ruta de señalamiento de la insulina en células infectadas con Ad-36 a 

diferentes concentraciones durante 7 días. Los resultados se muestran en la Figura 19. A los 7 días 

15 después de la infección, se sujetaron cantidades iguales de sobrenadante de los lisados celulares 

infectados a 6% SDS PAGE, y después se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se 

añadieron los anticuerpos específicos contra PY, IRS-l, IRS-2, Ir~, PI 3 Y ~-actina a un tampón BSA 

TBST 2% a 4 oC y se dejaron toda la noche, seguidos por un segundo anticuerpo como se describió 

anteriormente. El ensayo se hizo con tres experimentos separados. La Figura 19 demuestra que la 

20 infección con Ad-36 aumenta substancialmente la abundancia de PI3K aun sin insulina, pero las 

proteínas que participan en el señalamiento estimulado por insulina (lRS-l y IRS-2) no cambiaron. 

Estos resultados indican que Ad-36 puede activar PI3K a través de una ruta independiente de la 

insulina, y por lo tanto será útil en el tratamiento de la diabetes de tipo 1 y tipo 2. Este aumento en 

PI3K causa un aumento en la captación de glucosa celular. 

25 [00159] Para entender más a fondo los cambios en PI3K, el día 7 después de la infección con 

Ad-36 se recolectaron células hSKM y se homogeneizaron. Después de la centrifugación, 400 ~g de 
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sobrenadante se inmunoprecipitaron con 3 ~ de anticuerpo IRS-1 o IRS-2 (Upstate Biotech, lake 

Placid, Nueva York, EE.UU.). la actividad de la PI3 quinasa se analizó por duplicado en tres 

experimentos diferentes. los resultados se muestran en la Figura 20, donde se indica que PI3K se 

activa al formar complejos con IRS-1 e IRS-2 en respuesta a la inducción insulínica. Sin embargo, la 

5 activación de PI3K debida a la infección con Ad-36 no ocurre mediante la formación de complejos 

con IRS-1 y IRS-2. Nuevamente, estos resultados apoyan el hecho que Ad-36 puede inducir la 

activación de PI3K, independientemente del señalamiento de la insulina. 

[00160] La infección con Ad-36 aumenta la abundancia de la proteína RAS. El efecto de la 

infección con Ad-36 sobre la activación de RAS en las células hSKM se determinó usando un análisis 

10 Western blot. las células hSKM se infectaron con varias dosis de Ad-36 (MOl entre 1,9 y 7,6, 

aproximadamente). En la Figura 21 se muestran los resultados, los cuales indican un aumento 

dependiente de la dosis en la abundancia de la proteína RAS. Se sabe que la proteína RAS activa 

PI3K. Estos resultados sugieren que el efecto de la infección con Ad-36 sobre la activación de PI3K 

se realiza a través de un aumento en la proteína RAS. 

15 [00161] Se ha demostrado que Ad-36 aumenta la diferenciación y captación de glucosa 

independientemente de la insulina en las células musculares esqueléticas humanas primarias 

(hSMC). la captación de glucosa en la línea base por hSMC obtenidas de sujetos con diabetes tipo 2 

fue menor que en las de sujetos no diabéticos. Sin embargo, la infección con Ad-36 aumentó la 

captación de glucosa en las células obtenidas tanto en sujetos diabéticos como no diabéticos. Ad-

20 36 aumenta la expresión de glut4 y la abundancia de proteína, la que participa en la captación de 

glucosa por las células. En experimentos futuros se estudiará el efecto de la infección con el gen 

Ad-36 E4 orf 1. Se espera, basándose en los resultados usando células de tejido adiposo, que el gen 

E4 orf 1 aumente la diferenciación y la captación de glucosa en células musculares. 

Miscelánea 

25 [00162] El término "proteína Ad-36 E4 orf 1" utilizado en el presente yen las reivindicaciones 

se refiere al péptido mostrado en SEQ ID nº 2. 
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[00163] El término "cantidad terapéuticamente efectiva" utilizado en el presente se refiere a 

una cantidad de la proteína Ad-36 E4 orf 1 o sus agonistas suficiente para aumentar la sensibilidad 

a la insulina, promover la diferenciación celular (adiposa o muscular), promover la acumulación de 

lípidos en el tejido adiposo y promover la captación de glucosa en las células musculares a un grado 

5 estadísticamente significativo (p<0,05). Los intervalos de dosificación para la administración de Ad-

36 E4 orf 1 son los que producen el efecto deseado. Generalmente, la dosis variará con la edad, 

peso, condición y sexo del paciente. Una persona con conocimientos normales en este campo, 

teniendo en cuenta las enseñanzas de la especificación actual, podrá determinar fácilmente los 

intervalos adecuados de dosificación. El médico individual podrá ajustar la dosis en el caso de 

10 cualquier contraindicación. En cualquier caso, la efectividad del tratamiento podrá determinarse 

realizando un seguimiento del nivel de sensibilidad a la insulina mediante métodos reconocidos por 

los expertos en este campo. Más aún, la proteína Ad-36 E4 orf 1 podrá aplicarse en vehículos 

farmacéuticamente aceptables conocidos en el campo, entre los que figuran moléculas vehículo 

que se dirigen a tejidos específicos. 

15 [00164] La invención actual presenta una proteína para el uso en la prevención, tratamiento o 

mejora de los síntomas de resistencia a la insulina, diabetes o lipodistrofia, y dicho empleo 

comprende la administración a un sujeto bajo riesgo de padecer una enfermedad o que presenta 

síntomas de esa enfermedad, una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteína Ad-36 E4 orf 1 

Y sus agonistas. El termino "mejorar" se refiere a una disminución o reducción de los síntomas o 

20 indicaciones del trastorno que se está tratando. 

25 
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10 

<212> ADN 

<213> Adenovirus tipo 36 

<400> 1 

atggctgaat ctctgtatgc tttcatagat agccctggag ggatcgctcc cgtccaggaa 

ggggctagca atagetatat cttcttttgc cccgaatctt tccacattcc tccgcatggg 

gtgatattgc ttcacctcag agtgagcgtg ctggttccta ctggatatca gggcagattt 

atggccttga atgactacca tgccaggggc atactaaccc agtccgatgt gatatttgcc 

gggagaagac atgatctctc tgtgctgctc tttaaccaca cggaccgatt tttgtatgtc 

cgcgagggcc accgagtggg aaccctgctg ctggagagag tgatttttcc ttcagtga 

atagccaccc tggtttag 

<210> 2 

<211> 125 

15 <212> PRT 

<213> Adenovirus tipo 36 

<400> 2 

20 Met Ala Glu Ser Leu Tyr Ala Phe lIe Asp Ser Pro Gly Gly lIe Ala 

1 5 10 15 

Pro Val Gln Glu Gly Ala Ser Asn Arg Tyr lIe Phe Phe Cys Pro Glu 

20 25 30 

60 

120 

180 

240 

300 

360 

378 
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Ser Phe His He Pro Pro His Gly Val He Leu Leu His Leu Arg Val 

35 40 45 

Ser Val Leu Val Pro Thr Gly Tyr Gln Gly Arg Phe Met Ala Leu Asn 

5 50 55 60 

Asp Tyr His Ala Arg Gly He Leu Thr Gln Ser Asp Val He Phe Ala 

65 70 75 80 

10 Gly Arg Arg His Asp Leu Ser Val Leu Leu Phe Asn His Thr Asp Arg 

85 90 95 

Phe Leu Tyr Val Arg Glu Gly His Pro Val Gly Thr Leu Leu Leu Glu 

100 105 110 

15 

Arg Val He Phe Pro Ser Val Arg He Ala Thr Leu Val 

115 120 125 

<210> 3 

20 <211> 366 

<212> ADN 

<213> Adenovirus tipo 36 

<400> 3 
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atggctgaat ctctgtatgc tttctagat agccctggag ggatcgctcc cgtccaggaa 60 

ggggctagca atagatatat cttcttttgc cccgaatctt tccacattcc tccgcatggg 120 

gtgatattgc ttcacctcag agtgagcgtg ctggttccta ctggatatca gggcagattt 180 

atggccttga atgactacca tgccaggggc atactaaccc agtccgatgt gatatttgcc 240 

5 gggagaagac atgatctctc tgtgctgctc tttaaccaca cggaccgatt tttgtatgtc 300 

cgcgagggcc acccagtggg aaccctgctg ctggagagag tgatttttcc ttcagtgaga 360 

atatag 366 

<210> 4 

10 <211> 121 

<212> PRT 

<213> Adenovirus tipo 36 
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15 

Met Ala Glu Ser Leu Tyr Ala Phe lIe Asp Ser Pro Gly Gly lIe Ala 

1 5 10 15 

Pro Val Gln Glu Gly Ala Ser Asn Arg Tyr lIe Phe Phe Cys Pro Glu 

20 20 25 30 

Ser Phe His lIe Pro Pro His Gly Vallle Leu Leu His Leu Arg Val 

35 40 45 

ES 2 472 325 T3

 

62



Ser Val Leu Val Pro Thr Gly Tyr Gln Gly Arg Phe Met Ala Leu Asn 

50 55 60 

Asp Tyr His Ala Arg Gly lIe Leu Thr Gin Ser Asp Val lIe Phe Ala 

5 65 70 75 80 

Gly Arg Arg His Asp Leu Ser Val Leu Leu Phe Asn His Thr Asp Arg 

85 90 95 

10 Phe Leu Tyr Val Arg Glu Gly His Pro Val Gly Thr Leu Leu Leu Glu 

100 105 110 

Arg Val lIe Phe Pro Ser Val Arg lIe 

115 120 
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REIVINDICACIONES 

1. Un ácido nucleico aislado que consiste en la SEQ ID nº 10 una que codifica la misma secuencia 

de aminoácidos que la SEQ ID nº 1 según la degeneración del código genético. 

2. El ácido nucleico mencionado en la reivindicación 1, donde dicho ácido nucleico es SEQ ID nº 

5 1. 

3. Un vector de transformación que comprende el ácido nucleico mencionado en la 

reivindicación 1, donde dicho vector se adapta para transponer las células adiposas mamíferas 

o células musculares esqueléticas mamíferas. 

4. Un promotor que es funcional en las células animales, unido de forma operativa a un ácido 

10 nucleico como el mencionado en la reivindicación 1. 

5. Una célula animal transformada con el ácido nucleico mencionado en la reivindicación 4. 

6. Una proteína aislada cuya secuencia de aminoácidos comprende la SEQ ID nº 2. 

7. La proteína mencionada en la reivindicación 6, donde la secuencia de aminoácidos de dicha 

proteína es SEQ ID nº 2. 

15 8. La proteína de las reivindicaciones 6 ó 7 para el uso en el tratamiento o mejora de los 

síntomas de una enfermedad en un paciente mamífero donde la enfermedad se selecciona de 

entre las del grupo que comprende lipodistrofia, diabetes o una enfermedad debida a la 

resistencia a la insulina y dicho uso comprende la administración a un paciente de una 

cantidad terapéutica mente efectiva de la proteína donde los síntomas del paciente mejoran 

20 después de dicha administración. 

9. La proteína para su uso como se indica en la reivindicación 8, donde la enfermedad está 

relacionada con la resistencia a la insulina y donde la sensibilidad del paciente a la insulina 

aumenta después de dicha administración. 
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10. La proteína para su uso como se indica en la reivindicación 8, donde la enfermedad es 

lipodistrofia y donde el número de células del tejido adiposo en el paciente aumenta después 

de dicha administración. 

11. La proteína para su uso como se indica en la reivindicación 8, donde la diabetes es diabetes 

S debida a una alta concentración de glucosa en el suero y donde la cantidad de glucosa en el 

suero disminuye después de dicha administración. 

12. La proteína para su uso como se indica en la reivindicación 8, donde se administra la proteína 

adenovirus-36 E4 orf 1 introduciendo al mamífero un ácido nucleico que codifica la proteína 

del adenovirus-36 E4 orf 1, de manera que se permita la expresión de la proteína del 

10 adenovirus-36 E4 orf 1. 

13. La proteína para su uso como se indica en la reivindicación 12, donde se introduce el ácido 

nucleico mediante un método seleccionado de entre los del siguiente grupo que consiste en 

electroporación, transfección usando DEAE-dextrano, transfección usando fosfato de calcio, 

fusión de liposomas catiónicos, fusión de proptoplastos, creación de un campo eléctrico in 

15 vivo, bombardeo con microproyectiles recubiertos con ADN, inyección con virus 

recombinantes defectuosos en la replicación, recombinación homóloga, terapia genética in 

vivo, terapia genética ex vivo, vectores virales y transferencia de ADN desnudo. 

14. El vector de la reivindicación 3 para el empleo en mejorar o inducir adipogénesis en un 

paciente mamífero; dicho empleo comprende la administración al tejido adiposo del paciente 

20 del vector donde la expresión de la secuencia codificada del aminoácido en el tejido adiposo 

del paciente causa la adipogénesis. 

15. El vector de la reivindicación 3 para el empleo en mejorar o inducir la captación de glucosa en 

un paciente mamífero; dicho empleo comprende la administración al tejido muscular 

esquelético del paciente del vector donde la expresión de la secuencia codificada del 
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aminoácido en el tejido muscular esquelético del paciente causa el aumento en la captación 

de glucosa. 

16. El vector de la reivindicación 3 para el empleo en mejorar o inducir la sensibilidad a la insulina 

en un paciente mamífero; dicho empleo comprende la administración al tejido adiposo del 

5 paciente del vector donde la expresión de la secuencia codificada del aminoácido en el tejido 

adiposo del paciente causa el aumento en la sensibilidad a la insulina. 

10 

17. El vector de cualquiera de las reivindicaciones 3, 14, 15 ó 16, donde el ácido nucleico 

comprende la SEQ ID nº 1. 

ES 2 472 325 T3

 

66



 

IA 

Fig. 18 

 
 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

67



Fig. 2A 

Fig. 2B 

2C 

Simulado 

 

Ad-2 Ad-36 

4111..... 

CREB 

sor473 

PKB 

P38 

 
 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

68



  

Fig. 3 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

69



 

O Simulado  

El Ad-2  

le Ad-36 

Fig. 4A 

Fig. 46 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

70



 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

71



Fig. SA 

Fig. 60 

Fig. SC 

 

.11111•1.0• NME.11111. 

CREB 

sor473 

PKB 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

72



 

Expresion CABP13 (AU) 

Expresion Wnt10b (AU) 

e4 
a 

Densidad optica 510 nm 

Expresion PPARy2 (AU) 

 

 

 
 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

73



 

Fig. SA 

d2 d4 de 

Fig. 813 

dg 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

74



 

0,1 

0,01 

0,001 

 

0,10000  

0,01000 

0,00100 

0,00010 

ro 

0,00001 

dia 2 dia 4 dia 6 dia 9 

Fig, SC 

 
 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

75



1,4 

1,2 

1,0 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0,0 

3,00 

2,50 

2,00 

1,50 

1,00 

0,50 

0,00 

2,50 

2,00 

1,50 

1,00 

0,50 

0,00 

 

a Ad-36 + medio osteogenico 

a Medio osteogenico 

Fig. 9A 

dfa 0 dfa 3 dia 4 dial dfa 9 

Fig. 98 

dfa 0 dfa 3 dfa 4 dial dfa 9 

Fig. 9C 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

76



2,50 

2,00 

1,50 

1,00 

0,50 

0,00 

1,80 

1,60 

1,40 

1,20 

1,00 

0,80 

0,60 

0,40 

0,20 

0,00 
dia 0 

dia 0 dia 3 dia 4 dia 7 dia 9 

F .10A 

--4P—P438 

—CON 

0,8 

c 0,6  
tv 

•c 
en 

al L7=0 0,4 
-a 
c 
.0 0 

Vi CC 0,2  

0_ 
X 
IAA
 0,0 

dia 3 dia 4 dial dia 9 

Fig. 108 

dia 0 dia 5 dia 9 dia 12 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

77



 

CON 0,5 MCI 1,3 MCI 27 MCI 5.3 MCI 13.3 MO 

Fig. 11A 

2,8 

2,4 

2 

1,6 

1,2 

0,8 

0,4 

2,0 

1,5 

1,0 

0,5 

0,0 

—40-- A6-36 

a. 

dia 0 dia 5 dia 9 dia 12 

Fig. 11E3 

dia 0 dia 5 dia 9 

Fig. 11C 

dia 12 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

78



 

 

m 1,4  Ad36  

n, 
1,2 -III-- — CON › 

...7,-  

TD, co 1,0 
Ng m 
eD" 0,8 
di 15 

13 7.3 0,6 
,o u 
.7, 0,4 
a, 

lac"0,2 '  

0,0 

0,9 

dia 0 dia 5 dia 9 

Fig. 110 

— -0— — CON 
M44 

dia 12 

0,0 
dia 0 dia 3 dia 4 dia 7 dia 9 

Fig. 11E 

dia 0 dia 5 dia 9 

Fig. 11F 

 
 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

79



PIM 

Fig. 12A 

VEGIF 

Fa 12E 

Fig. 

Fig. 12A, B, Cy D: Mock — Simulado 

Fig. 12A: Eje Y — Fosforilacion de PKB a ser473 (AU). 

Eje X — Dia 2 post-infeccion 

Fig. 12B: Eje Y — Fosforilacion de p38 a Thr120/Tyr 182 (AU). 

Eje X — Na 2 post-infeccian 

Fig. 12C: Eje Y — Expresian de VEGF (AU). 

Eje X — Na 4 post-infeccion 

Fig. 12D: Eje Y — Expresian genetica de C/EBPy (AU). 

Eje X — Na 12 post-infeccion 

Fig. 12E: Eje Y —Expresion genetica de PPARy2 (AU). 

Eje X — Na 15 post-infeccian 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

80



0 

 

Secrecion de adiponectina en medio 

D 7 N2 MDI, p=0,032 

18 

16 
14 

12 

10 
a 

4 

2 

0 

Fig. 13A 

Secrecion de adiponectina en medio de 

expresores constitutivos 

Dia 3, *p<0,04 

fl nubo 

• E4orrl 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

81



 

4.0 

3.5 

3.0 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

14,00 

12,00 

10,00 

8,00 

6,00 

4,00 

2,00 

0,00 

 

2 3 4 

Dias de infeccion con Ad-36 (M01 3,8) 

Fig. 14A 

1,9 3,8 5,4 7,6 

Dosis de Ad-36 (M01) 

Fig. 141E1 

 
 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

82



 

M-cadnerina 

MyoD 

Miogenina 

8-Actina 

Ad-36 (M01) 

 

arsompamwmelt 

0 3,8 

FIaA5  

7,6 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

83



 

CaptaciOn de g1ucosa en celulas musculares 

infectadas con Ad-36 (Diabetes) 

0,6 0 Basal  

• Estimulada con insulina 

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

0 

3.8 7,6 

Dosis de Ad-36 (M01) 

Fig. 1SA  

Captacion de glucosa en celulas musculares 

infectadas con Ad-36 (sujeto delgado) 

0,6 OBasal 

0,5 • Estimulada con insulina low 

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

SA* 

0. 

3,8 

Dosis de Ad-36 (M01) 

Fig. 168 

7,6 

 

 

 
 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

84



Glut  1,4C:, • 

Okrt4 

11-act1na 4011164.004/1/11104/1141010411101M 

 

Ad-36 IMO') 

Ad-2 001) 

O 0
 1,9 3,8 

O 3,8
 a o  

Fig. 17 

5,4 7,6 

O 0 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

85



3 

2,5 

 

Expresidn genetica de Glut 1 en celulas HSKM 

infectadas con Ad-36 

0,5 

0 1,9 3,8 5,7 

Dosis de Ad-36 (M01) 

Fig. 18A 

7,6 

Expresion genetica de Glut 4 en celulas HSKM 

infectadas con Ad-36 

0 1,9 3,8 5,7 

Dosis de Ad-36 (M01) 

Fig. 18B 

7,6 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

86



PY 

IRS-1 

IRS-2 

IR-0 

P1.3 

P-actina 

Insulina (100 nM) 

Ad-36 (M01) 

 

* 

0 0 1,9 1,9 

Fig. 19 

- * 

3,8 3,8 7,6 7,6 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

87



 

IRS-1 asociada con la actividad de PI3 quinasa 

IRS-2 asociada con la actividad de PI3 quinasa 

Insulina (100 nM) - 

Ad-36 (M01)
 0 0 1,9 1,9 3,8 3,8 5,7 5,7 

Fig. 20 

 
 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

88



Ras 

B-Actina 

 

Ad-38 (Ma) 0 

 

1,9 3,8 5,7 

Fig. 21 

7,6 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

89



 

o 70 

60 

.-0 50 
2 
-ra 40 

0 
> 30 

0 20 

1 0 

0 . 

3T34.1 Vector nu b o E-4 0r11 . E4 aifi dPOZ 

F1a 22A 

3T34.1 Vector nubo 

Fl 228 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

90



0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

2,5 

2,0 

1,5 

1,0 

0,5 

 

0 3T311 124 

• E4orfl 124 

Eva e4orrideOZ 

Fig. 22C 

ci 3T3-1.1  

• E4 orM 

 E4 orfrl dPin 

Fig. 22D 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

91



 

10,0 

8,0 

6,0 1 

4,0 

2,0 

a) 

00 

Fi 

Fig. F 

E.4 off-1 

 

 

 

 

 

 

 

ES 2 472 325 T3

 

92


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos



