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DESCRIPCION
Proteina E4orfl de adenovirus Ad36 para prevencién y tratamiento de enfermedad de higado graso no alcohdlico
Campo

La invencion generalmente se refiere a proteina E4orfl de adenovirus-36 para uso en métodos de tratamiento o
prevencion de los sintomas de la enfermedad de higado graso no alcohdlico en un individuo, y al uso de la proteina
E4orfl de adenovirus-36 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion de los sintomas de
la enfermedad de higado graso no alcohdlico en un individuo.

Antecedentes

El higado tiene un rol predominante en el metabolismo de la grasa y normalmente acumula lipidos (grasas), pero
solamente hasta “niveles normales”. La acumulacién excesiva de lipido en los hepatocitos da lugar a una esteatosis
hepatica, la cual es dafiina metabdlicamente y puede resultar de una variedad de disfunciones del higado, tales
como la beta-oxidacion reducida o la secrecion reducida de lipoproteinas. Otra de las muchas funciones del higado
es liberar glucosa a la circulacion. En individuos sanos, las células hepaticas liberan glucosa regularmente para
regular los niveles de glucosa en la sangre. En contraste, en individuos con diabetes, las células hepaticas liberan
glucosa de modo incontrolable lo cual incrementa los niveles de glucosa en la sangre. Por lo tanto reducir la
liberacion de glucosa desde las células hepaticas (hepatocitos) puede ser muy efectivo en el control de la diabetes.

La acumulacién excesiva de lipido en el higado puede contribuir a la resistencia a insulina y de esta manera a un
mal control glucémico. La adiponectina, una proteina secretada por el tejido adiposo mejora la sensibilidad a insulina
de muchas maneras. La adiponectina actla a través de receptores de adiponectina AdipoR1 y AdipoR2 para activar
rutas de AMPK y PPARa (32), para reducir la resistencia sistémica y hepatica a insulina y para atenuar la
inflamacién y la fibrosis de higado (32). Esto es un determinante fuerte del contenido hepatico de lipido, tal como se
indica por parte de los modelos de raton de adiponectina KO o sobre-expresion (14, 33). La adiponectina disminuye
la esteatosis hepatica mediante el aumento de oxidacion hepatica de lipido, mediada por AMPK (34).

La enfermedad de acido graso no alcohdlico (NAFLD por non-alcoholic fatty liver disease) afecta hasta un 20% de
adultos en los Estados Unidos e incluye la acumulacion excesiva de grasa en el higado (esteatosis hepatica). Con
frecuencia, se asocia con obesidad y resistencia a insulina (1, 2). La prevalencia de NAFLD es de aproximadamente
70-80% en adultos con diabetes tipo 2 u obesidad (3-5), 3-10%, en todos los nifios y hasta 40-70% en nifios obesos
(4). La NAFLD esta asociada con mayor mortalidad en general relacionada con el higado (6, 7). Ademas de la
esteatosis, pueden desarrollarse inflamacion y fibrosis y la NAFLD puede progresar a esteato-hepatitis no alcohélica
(NASH), cirrosis, falla hepatica y carcinoma hepatocelular. Mientras que la esteatosis es potencialmente reversible,
una vez progresa a NASH no existen tratamientos establecidos y los pocos medicamentos disponibles presentan un
éxito limitado (8, 9). Por lo tanto, la prevencion y/o el tratamiento oportunos de la esteatosis hepatica son criticos. Sin
embargo, incluso para NAFLD, el tratamiento con medicamentos tiene un éxito marginal (10), y reducir la captacién
de grasa en la dieta y la obesidad es el pilar del tratamiento (11). A pesar de los obvios beneficios para la salud, el
cumplimiento con los cambios en el estilo de vida para lograr mejoramientos sostenidos en la dieta o la obesidad ha
demostrado ser un reto para la poblacién general.

Mientras que la adiposidad excesiva o una dieta rica en grasa (HF) son factores de riesgo para NAFLD, el
adenovirus 36 (Ad36) atenlia la esteatosis hepatica en ratones a pesar de una dieta HF continuada y sin una
reduccion en adiposidad visceral o subcutanea. Ad36 parece manipular de modo cualitativo el tejido adiposo
existente para atenuar la esteatosis hepatica inducida por una dieta HF. Este cambio en la calidad metabdlica del
tejido adiposo por parte de Ad36 incluye una captacion mayor y una liberacién reducida de acidos grasos y mayor
secrecién de adiponectina (12, 13). Esta habilidad Gnica de Ad36 ofrece un modelo extraordinario para anular
creativamente los efectos mérbidos de adiposidad excesiva o de captacion excesiva de grasa en la dieta, sin la
necesidad de reducirla. La clase de medicamentos de tiazolidinedionas (TZDs) también puede mejorar la calidad
metabdlica del tejido adiposo, aumentar la adiponectina y mejorar la esteatosis hepatica (14-16). Han sido
reportados efectos secundarios graves de TZDs (17-19).

Ad36 no causa morbidez o mortalidad no intencionada en animales. Adicionalmente, Ad36 parece tener distintas
ventajas sobre la accién de las TZDs, particularmente en presencia de una dieta HF. A diferencia de las TZDs, Ad36
no incrementa adiposidad en ratones alimentados con AG (20, 21). En presencia de una dieta AG, las TZDs pueden
mejorar control glucémico pero pueden promover en concurrencia el almacenamiento de lipido en diversos drganos,
incluido el higado (20, 22, 23). Esto limita el alcance de las TZDs, si no se reduce la captacion de grasa. Debido a
sus efectos independientes de grasa en la dieta y de adiposidad, la accién potencial de Ad36 en las multiples vias
metabdlicas puede ofrecer una estrategia anti-esteatosis novedosa que sea clinicamente mas atractiva y, por lo
tanto, potencialmente mas efectiva.

El empleo de determinadas propiedades de virus para propdsitos benéficos acido aplicado por varios afios, incluido
el uso de propiedades bactericidas de un virus bacteriéfago (27), la capacidad oncolitica de un adenovirus mutante
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(28) o el uso de virus de Herpes simplex y varios otros virus para el tratamiento de canceres (29), solos o con
diversos medicamentos sinérgicos (30, 31).

Por lo tanto, los agentes para disminuir la esteatosis hepatica independiente de la adiposidad o de la captacion de
grasa en la dieta serian extremadamente atractivos y de beneficio préactico.

Resumen de la invencion

La invencion se refiere al descubrimiento que la infeccion de Ad36 estd asociada a una incidencia reducida de
patologia y disfuncion hepaticas y que la proteina E4orfl de Ad36 puede usarse para modificar expresion genética y
las vias bioquimicas que dan lugar a una funcién hepatica mejorada.

La invencién proporciona la proteina E4orfl de adenovirus-36 o una variante funcional de la misma, o un &cido
nucleico que codifica E4orfl de adenovirus-36 o una variante funcional de la misma, o un analogo de E4orfl de
adenovirus-36 para usar en un método de tratamiento o prevencién de los sintomas de enfermedad de higado graso
no alcohdlico en un individuo, preferiblemente en un humano. Dicha proteina o variante funcional de la misma se
administra preferiblemente al individuo en una cantidad terapéuticamente efectiva, en cuyo caso los sintomas del
individuo mejoran después de la administracion.

La invencion también proporciona la proteina E4orfl de adenovirus-36 o una variante funcional de la misma para
uso en un método de reduccion de grasa excesiva del higado en un individuo, preferiblemente en un humano.

Dicha proteina o variante funcional de la misma se administran preferiblemente al individuo en una cantidad
terapéuticamente efectiva, en cuyo caso se reduce la grasa en el higado después de la administracion. La secuencia
de aminoécidos de la proteina E4orfl de adenovirus-36 es preferiblemente SEQ ID NO:2 o una variante funcional de
la misma.

Dicha proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma se administra preferiblemente
introduciendo al mamifero una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 de una
manera que permite la expresion de la proteina E4orfl de adenovirus-36. La secuencia de acido nucleico
comprende preferiblemente SEQ ID NO: 1 o una variante funcional de la misma. Una secuencia de acido nucleico
gue codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 por la variante funcional de la misma se introduce preferiblemente
mediante un método seleccionado del grupo que consiste en electroporacion, transfeccion de dextrano DEAE,
transfeccién de fosfato de calcio, fusidn de liposoma catidnica, fusién de protoplasto, creacion de un campo eléctrico
in vivo, bombardeo de micro-proyectiles recubiertos con ADN, inyeccion con virus sin capacidad de replicacion
recombinante, recombinacion homéloga, terapia de genes in vivo, terapia de genes ex vivo, vectores virales y
transferencia de ADN desnudo.

La invencién también proporciona proteinas de E4orfl de Ad36 o variante funcional de la misma para usarse en un
método para tratar o prevenir disfuncion hepatica, caracterizada por higado graso y/o resistencia a insulina en un
individuo, preferiblemente en un humano.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de proteina E4orfl de Ad36 se administra preferiblemente al individuo, en
cuyo caso la acumulacion de grasa del higado se mejora después de la administracién. EI mejoramiento de la
acumulacion de grasa de higado puede caracterizarse por una oxidaciéon incrementada de lipido o un transporte
incrementado de lipido desde el higado. La secuencia de aminoacidos de la proteina E4orfl de adenovirus-36 es
preferiblemente SEQ ID NO:2 o la variante funcional de la misma.

Dicha proteina E4orfl de adenovirus-36 o la variante funcional de la misma se administra preferiblemente
introduciendo al individuo una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 de una
manera que permite la expresion de la proteina E4orfl de adenovirus-36. Dicha secuencia de acido nucleico se
introduce preferiblemente mediante un método seleccionado del grupo que consiste en electroporacion, transfeccion
de dextrano DEAE, transfeccion de fosfato de calcio, fusién de liposoma catidnica, fusion de protoplasto, creacion de
un campo eléctrico in vivo, bombardeo de micro-proyectiles recubiertos con ADN, inyeccién con virus sin capacidad
de replicacion recombinante, recombinacién homologa, terapia de genes in vivo, terapia de genes ex vivo, vectores
virales y transferencia de ADN desnudo. Dicha secuencia de acido nucleico comprende preferiblemente SEQ ID NO:
1 o una variante funcional de la misma.

La invencién también proporciona proteinas de E4orfl de adenovirus-36 o una variante funcional de la misma para
usarse en un método de reduccion o prevencion de NASH en un individuo, preferiblemente en un humano.
Preferiblemente se administra una cantidad efectiva terapéuticamente de proteina E4orfl de Ad36 al individuo, en
cuyo caso se reduce la hiperglicemia resultante de la disfuncién hepatica. La secuencia de aminoacidos de la
proteina E4orfl de adenovirus-36 puede ser SEQ ID NO:2 o variantes funcionales de la misma. Dicha proteina
E4orfl de adenovirus-36 por la variante funcional de la misma se administra preferiblemente introduciendo al
individuo una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 de una manera que
permite la expresion de la proteina E4orfl de adenovirus-36. La secuencia de acido nucleico del E4orfl de
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adenovirus-36 puede comprender SEQ ID NO: 1 o variantes funcionales de la misma. El individuo puede ser un
humano.

La proteina E4orfl de adenovirus-36 puede administrarse al individuo introduciendo al individuo una molécula de
acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36, de una manera que permite la expresion de la
proteina E4orfl de adenovirus-36. La secuencia de acido nucleico puede introducirse usando cualquier método
adecuado. Muchos métodos adecuados son convencionales en la técnica, tales como electroporacion, transfeccion
de dextrano DEAE, transfeccion de fosfato de calcio, fusion de liposoma catidnico, fusion de protoplasto, creacion de
un campo eléctrico in vivo, bombardeo de micro proyectiles recubiertos con ADN, inyeccion con virus sin capacidad
de replicacion recombinante, recombinacién homéloga, terapia de genes in vivo, terapia de genes ex vivo, entrega
de nanoparticulas, vectores virales y transferencia de ADN desnudo.

La invencion también se refiere al uso de la proteina E4orfl de adenovirus-36 o una variante funcional de la misma,
0 un &acido nucleico que codifica E4orfl de adenovirus-36 o una variante funcional del mismo, o un analogo de
E4orfl de adenovirus-36, para fabricar un medicamento para tratar o prevenir enfermedad de higado graso no
alcohdlico en un individuo, reduciendo grasa excesiva del higado en un individuo, aumentando sensibilidad a
insulina en un individuo, tratar o prevenir disfuncién hepatica, caracterizada por higado graso y resistencia a insulina,
en un individuo, y/o reducir o prevenir la esteato-hepatitis no alcohdlica (NASH) en un individuo, preferiblemente en
un humano. La secuencia de aminoacidos de la proteina E4orfl de adenovirus-36 puede ser SEQ ID NO:2 o
variantes funcionales de la misma.

Dicha proteina E4orfl de adenovirus-36 o la variante funcional de la misma se administra preferiblemente
introduciendo al individuo una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 de una
manera que permite la expresion de la proteina E4orfl de adenovirus-36. La secuencia de acido nucleico de E4orfl
de adenovirus-36 puede comprender SEQ ID NO: 1 o las variantes funcionales del mismo. El individuo puede ser un
humano.

La proteina E4orfl de adenovirus-36 puede administrarse al individuo introduciendo al individuo una molécula de
acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 de una manera que permite la expresion de la
proteina E4dorfl de adenovirus-36. La secuencia de acido nucleico puede introducirse usando cualquier método
adecuado. Muchos métodos adecuados son convencionales en la técnica, tales como electroporacion, transfeccién
de dextrano DEAE, transfeccion de fosfato de calcio, fusion de liposoma catiénica, creacién de un campo eléctrico in
vivo, bombardeo de micro proyectiles recubiertos con ADN, inyeccién con virus sin capacidad de replicacion
recombinante, recombinacién homologa, terapia de genes in vivo, terapia de genes ex vivo, entrega de
nanoparticulas, vectores virales y transferencia de ADN desnudo.

Descripcion breve de los dibujos

FIG. 1 es un gréafico que muestra pesos de almohadilla de grasa retroperitoneal e higado en ratones alimentados con
producto comercial para ratones.

FIG. 2 es un gréafico que muestra peso corporal de ratones alimentados con dieta alta en grasa (AG).

FIG. 3A es un grafico que muestra la glucosa de suero en ayunas de ratones alimentados con producto comercial
estandar. FIG. 3B es un grafico que muestra la insulina de suero de ratones alimentados con producto comercial
estandar. FIG. 3C es un grafico que muestra el cambio de niveles en glucosa de suero en ayunas de ratones
alimentados con producto comercial estandar. FIG. 3D es un gréafico que muestra el cambio en insulina de suero en
ayunas en ratones alimentados con dieta AG. FIG. 3E es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de
tolerancia a glucosa 12 semanas después de infeccidn en ratones alimentados con dieta AG. FIG. 3F es un gréfico
gue muestra glucosa en suero alimentada libremente 20 semanas después de infeccién en ratones alimentados con
dieta AG.

FIG. 4A es un grafico que muestra la glucosa de suero en ayunas de ratones alimentados con dieta AG. FIG. 4B es
un grafico que muestra glucosa en suero alimentada libremente de ratones alimentados con dieta AG 20 semanas
después de infeccion.

FIG. 5A es un Western blot que muestra abundancia de proteina en misculo esquelético de ratones alimentados
con dieta AG. FIG. 5B es un Western blot que muestra abundancia de proteina en tejido adiposo de ratones
alimentados con dieta AG. FIG. 5C es un Western blot que muestra abundancia de proteina en higados de ratones
alimentados con dieta AG.

FIG. 6A es un panel de tincién de Schiff-acido periddico del tejido hepatico de ratones CS7B1/6J. La tincion oscura
muestra glucégeno y las areas blancas indican acumulacion de lipido. Los ratones de control alimentados con
alimento estandar muestran minima acumulacién de lipido. Los grupos alimentados con dieta AG mostraron mayor
acumulacién de liquido. Sin embargo, Ad36, pero no Ad2, atenud significativamente la esteatosis inducida por la
dieta AG, tal como se indica por la menor acumulacion de lipido y el mayor glucégeno (simulado alimentado con
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dieta AG, infectado vs Ad36 alimentado con dieta AG infectado; p<.02). FIG. 6B es un grafico que muestra el
contenido de glucégeno de las secciones de higado de los ratones alimentados con HF. FIG. 6C es un grafico que
muestra el contenido de lipido de las secciones de higado de ratones alimentados con dieta AG.

FIG. 7 muestra Western blots que usan proteinas de tejido adiposo de ratones alimentados con dieta AG, muertos
en estado alimentado libremente, 20 semanas después de infeccion (3 ratones/grupo). FIG. 7 A: GAPDH fue el
control de carga. En comparacion con el simulado, fosfo-AKT, Glutl, Glut 4 & adiponectina fueron mayores para el
grupo Ad36 (p<.05), pero no para Ad2. FIG. 7B: comparado con el simulado, cada uno de los oligédmeros de
adiponectina ensayados en condiciones no reductoras, no desnaturalizantes fueron mayores para Ad36, (p<.03)
pero no para Ad2.

FIG. 8 muestra Western blots que usa proteinas de higado de ratones alimentados con dieta AG. En comparacion
con el simulado, p-AMPK fue mayor y Glut2 y G6pase fueron menores para Ad36 (p<.05), pero no Ad2.

FIGS. 9 A y 9B son graficos que muestran glucosa en la sangre en ayunas (A) e insulina en suero en ayunas (B) en
la linea base (semana 0) y hasta 12 semanas después de infeccidn en ratones alimentados con alimento estandar.
*p<.05 vs el simulado.

FIGS. 10 A-D son graficos que muestran el transcurso de tiempo de glucosa e insulina en suero en Ad36, Ad2 o
grupos simulados después de infeccion en ratones con dieta AG. (A) semanas 4 y 8: glucosa en suero en ayunas
ajustada a linea de base (semana 0). (B): semana 12: ensayo de tolerancia de glucosa i.p. después de 2.5 mg/g de
peso corporal. (C): semana 20: glucosa alimentada libremente. (D): cambio en insulina en ayunas desde la semana
0. *p<.05 0 menos, en comparacion con el simulado de estudios respectivos.

FIGS. 11A-C son gréaficos que muestran captacion de glucosa 2 DG basal significativamente incrementada de
expresion de E4orfl en (A) preadipocitos 3T3-L1, (B) adipocitos y (C) mioblastos C2C12. FIG. 11D es un grafico que
muestra salida de glucosa significativamente reducida de expresion de E4orfl por parte de células HepG2 en
condiciones basales y también estimuladas por insulina.

Descripcion detallada
Panorama

La invencion se refiere al descubrimiento que la infeccién con Ad36 esta asociada con la incidencia disminuida de
patologia y disfuncién del higado y que la proteina E4orfl de Ad36 puede usarse para modificar la expresion de
genes y las vias bioquimicas que dan lugar a una funcién mejorada del higado. Con base en estos descubrimientos,
la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) puede tratarse o incluso prevenirse administrando Ad36 o
proteina E4orfl de Ad36 aislada o recombinantes a un individuo. En la técnica se conoce bien que la NAFLD
frecuentemente progresa a NASH; por lo tanto, tratando o reduciendo los procesos patolégicos de NAFLD, puede
reducirse o impedirse el progreso a NASH. Por consiguiente, la invencién también incluye un uso de proteina E4orfl
de Ad36 en un método para reducir o impedir NASH. Mientras que muchos virus causan lesion grave al higado (25,
26), Ad36 y E4dorfl de Ad36 protegen de manera sorprendente el higado modulando favorablemente las miltiples
vias metabdlicas para tener de esa manera un efecto benéfico en la esteatosis hepatica y la funcién del higado.

Tal como se usa en la presente, “control glucémico” se refiere a la capacidad del cuerpo para mantener niveles de
glucosa dentro de un rango normal. El control glucémico se mejora cuando se incrementa la sensibilidad a la
insulina. La resistencia a la insulina tiene el efecto opuesto sobre el control glucémico.

Tal como se usa en la presente, “captacion de glucosa” se refiere a la cantidad de glucosa que una célula tomara de
sus alrededores. En términos generales, una captacion superior de glucosa por las células del musculo o las células
de grasa (adipocitos y preadipocitos), es benéfica ya que despeja la glucosa de la circulacién y mejora la
hiperglicemia (superior a la glucosa normal en la sangre).

Fue descubierta una conexién entre infecciones naturales de Ad36 en humanos y un mejor control glucémico y lipido
hepatico mas bajo. Esta conexion se investigé alin mas en modelos animales y los resultados confirmaron que la
infeccion con Ad36 redujo de manera inesperada los niveles de lipido hepatico y mejoré el control glucémico. La
investigacion adicional revelé que el efecto de Ad36 es mediado por la proteina E4orfl de Ad36. Tal como se
describe en la presente, los resultados de los estudios realizados demuestran que la proteina E4orfl de Ad36
incremento la oxidacion de la grasa en el higado, incrementd el transporte de grasa desde el higado y redujo la
liberacion de glucosa desde el higado. De esta manera, los inventores han descubierto que la proteina viral, E4orfl
de Ad36, es responsable del efecto protector de Ad36 en la NAFLD, y los efectos benéficos sobre la funcién
hepatica y el control glucémico. La estructura de E4orfl de Ad36 y determinadas funciones metabdlicas estan
descritas en la solicitud internacional No. PCT/US2006/045919, publicada como publicacion internacional No. WO
2007/064836 el 7 de junio de 2007.
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Tal como se muestra en la presente, la proteina E4orfl de Ad36 es la mediadora del efecto protector del virus Ad36
en la esteatosis hepatica. Los ratones infectados con Ad36 contintan expresando el gen E4orfl en sus higados
inclusos 5 meses después de infeccion. Estos higados muestran acumulacion significativamente inferior de lipido y
mayor expresion de genes que promueven oxidacion de lipido y exportacion de lipido. Adicionalmente, E4orfl de
Ad36 aumenta la adiponectina, y la transfeccion de células de HepG2 (linea celular de hepatocitos) con E4orfl de
Ad36 disminuye la abundancia de Glut2 y la liberacién de glucosa.

Sin querer adherirse a alguna teoria particular, se cree que la adiponectina es un efector clave de esteatosis
hepatica y es secretada por el tejido adiposo. La expresion de la proteina E4orfl de Ad36 sola incrementa de
manera robusta la secrecion de adiponectina por parte de las células. Esto demuestra que Ad36 reduce la
acumulacién de lipido hepatico a través del incremento de adiponectina mediado por E4orfl. Asimismo, E4orfl de
Ad36 disminuye la abundancia de Glut2 y la liberacién de glucosa, lo cual puede contribuir a una acumulacién de
liquido mas baja en el higado. De esta manera, se cree que Ad36 protege de esteatosis hepatica mediante efectos
directos sobre hepatocitos y mediante efectos indirectos a través de adiponectina, y que la proteina E4orfl es la
mediadora de estos efectos.

Métodos terapéuticos

La invencién proporciona proteina E4orfl de Ad36 para usarse en métodos terapéuticos para tratar o prevenir
enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD), reducir grasa excesiva del higado, mejorar control glucémico y
tratar o prevenir disfuncion del higado.

En un aspecto, la invencion proporciona proteina E4orfl de Ad36 para usarse en métodos para tratar y prevenir, por
ejemplo mediante profilaxis de los sintomas, enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD). Una cantidad
efectiva terapéuticamente de una composicion de Ad36 se administra a un individuo (por ejemplo, un mamifero tal
como un humano u otro primate) que la necesita para tratar o prevenir NAFLD.

En un aspecto, la invencidn proporciona proteina E4orfl de Ad36 para usarse en métodos para la prevencion de
NASH. Una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion de Ad36 se administra a un individuo (por
ejemplo, a un mamifero tal como un humano u otro primate) que la necesite para prevenir NASH, reduciendo
preferiblemente la hiperglicemia que resulta de la disfuncion hepatica.

En un aspecto, la invencién proporciona proteina E4orfl de Ad36 para usarse en métodos para reducir grasa
excesiva del higado de un individuo (por ejemplo, un mamifero tal como un humano u otro primate). Una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicién de Ad36 se administra a un individuo que la necesite para reducir
grasa excesiva del higado del individuo.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para tratar o prevenir disfuncién hepatica caracterizada por higado
graso y/o resistencia a insulina. Una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion de Ad36 se administra
a un individuo (por ejemplo, a un mamifero tal como un humano u otro primate) que la necesite para tratar o prevenir
la disfuncién hepatica caracterizada por higado graso y/o resistencia a insulina.

En modalidades preferidas de cualquiera de los métodos descritos en la presente, la composicion de Ad36 que se
administra es una proteina E4orfl de Ad36 aislada o recombinante, o una variante funcional de la misma. En otras
modalidades de cualquiera de los métodos descritos en la presente, la composicion de Ad36 que se administra es
un acido nucleico aislado o recombinante que codifica la proteina E4orfl de Ad36 o una variante funcional de la
misma.

Composiciones de Ad36

La composicion de Ad36 administrada de acuerdo con la invencion puede tener una variedad de formas.
Preferiblemente, la composicion comprende E4orfl o una variante funcional de la misma. Por ejemplo, la
composicion de Ad36 puede ser el virus Ad36 o una variante atenuada, o una forma desactivada de Ad36, tal como
un Ad36 muerto por calor o muerto por decolorante o un Ad36 recombinante sin capacidad de replicacion. La
composicion de Ad36 comprende preferiblemente una proteina E4orfl aislada o recombinante o una variante
funcional de la misma. La composicién de Ad36 puede comprender un acido nucleico que codifica la proteina E4orfl
0 una variante funcional de la misma. La composicion de Ad36 puede comprender un analogo de la proteina E4orf1,
por ejemplo un analogo quimico o analogo estructural.

Proteinas y péptidos

La composicion de Ad36 puede comprender una proteina E4orfl aislada o recombinante o una variante funcional de
la misma.

Las proteinas o los polipéptidos referidos en la presente como “aislados” son proteinas o polipéptidos purificados a
un estado mas alla del cual existen en células de mamifero infectadas. Las proteinas de Ad36, incluyendo E4orfl y
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variantes funcionales de la misma, pueden producirse usando métodos bien conocidos tales como expresion
recombinante y purificacion, sintesis quimica (por ejemplo péptidos sintéticos), o mediante combinaciones de
métodos biolégicos y quimicos y proteinas o polipéptidos recombinantes que se aislan. Las proteinas pueden
obtenerse en un estado aislado de al menos alrededor de 50% en peso, preferiblemente al menos alrededor de 75%
en peso, y mas preferible en forma esencialmente pura. Las proteinas o los polipéptidos referidos en la presente
como “recombinantes” son proteinas o polipéptidos producidos por la expresion de acidos nucleicos recombinantes.

Tal como se usa en la presente "E4orfl de Ad36" se refiere a proteinas de E4orfl de origen natural o endégenas a
partir de adenovirus 36, a proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos que es la misma que aquella
correspondiente a E4orfl de Ad36 de origen natural o enddgena (por ejemplo, proteinas recombinantes), y a
variantes funcionales de cada una de las precedentes (por ejemplo, fragmentos funcionales y/o mutantes producidos
mediante mutagénesis y/o técnicas recombinantes). Por consiguiente, tal como se define en la presente, el término
incluye E4orfl de Ad36 maduro, proteinas E4orfl de Ad36 glicosiladas o no glicosiladas, variantes polimérficas o
alélicas, y otras isoformas de E4orfl de Ad36 (por ejemplo, producidas por empalme alternativo u otros procesos
celulares), y fragmentos funcionales.

“Variantes funcionales" de E4orfl de Ad36 incluyen fragmentos funcionales, proteinas de mutantes funcionales y/o
proteinas de fusion funcional. En términos generales, los fragmentos o las porciones de E4orfl de Ad36 abarcados
por la presente invencion incluyen aquellos que tienen una supresién (es decir, una 0 mas supresiones) de un
aminoacido (es decir, uno 0 mas aminodcidos) en relacion con la E4orfl de Ad36 maduro (tal como N-terminal, C-
terminal o supresiones internas). También son concebibles los fragmentos o las porciones en los cuales han sido
suprimidos solamente aminoacidos contiguos, o en los cuales han sido suprimidos aminoacidos no contiguos en
relacion con E4orfl de Ad36. En general, los mutantes o derivados de E4orfl de Ad36, abarcados por la presente
invencioén incluyen variantes naturales o artificiales que difieren por la adicion, supresion y/o sustitucion de uno o
mas residuos de aminoécidos contiguos o no contiguos, o polipéptidos modificados en los que uno 0 mas residuos
se encuentran modificados, y mutantes que comprenden uno o mas residuos modificados. Los mutantes preferidos
son variantes naturales o artificiales de E4orfl de Ad36 que difieren por la adicion, supresion y/o sustitucién de uno o
mas residuos de aminoacidos contiguos o no contiguos.

Un “fragmento o porcién funcional” de E4orfl de Ad36 se refiere a una proteina o a un oligopéptido aislado y/o
recombinante que tiene al menos una propiedad, actividad y/o funcién caracteristica de E4orfl de Ad36, tal como
atenuar la esteatosis hepatica, mejorar el desecho de glucosa y/o mejorar el control glucémico.

En términos generales, la E4orfl de Ad36 o una variante funcional de la misma tiene una secuencia de aminoacidos
que es similar en al menos aproximadamente 85%, similar en al menos aproximadamente 90%, similar en al menos
aproximadamente 95%, similar en al menos aproximadamente 96%, similar en al menos aproximadamente 97%,
similar en al menos aproximadamente 98%, o similar en al menos aproximadamente 99% a SEQ ID NO:2 o SEQ ID
NO:4 sobre la longitud de la variante.

En algunas modalidades, SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO:3 se usan para hacer proteina purificada de E4orfl de Ad-36,
por ejemplo, usando producciéon de proteinas recombinantes disponible en la actualidad. La identidad de la
secuencia de aminoéacidos puede determinarse usando un algoritmo adecuado de alineacién de secuencia de
aminoacidos tal como CLUSTAL W, usando los parametros predeterminados (Thompson J. D. et al., Nucleic Acids
Res. 22:4673-4680 (1994).)

Acidos nucleicos y vectores

La composicién de Ad36 puede comprender un acido nucleico o vector aislado o recombinante que codifica la
proteina E4orfl o una variante funcional de la misma.

Un acido nucleico aislado y/o recombinante (incluyendo, por ejemplo, esencialmente puro) que tienen secuencias
gue codifican una proteina E4orfl de Ad36 o una variante funcional de la misma puede administrarse para causar la
produccion de E4orfl de Ad36 in situ. Los acidos nucleicos referidos en la presente como “aislados” son acidos
nucleicos separados de los acidos nucleicos del ADN genémico o ARN celular de su fuente de origen (por ejemplo,
tal como existe en células o0 en una mezcla de acidos nucleicos tales como una libreria), y pueden haberse sometido
a procesamiento adicional. Acidos nucleicos “aislados” incluyen acidos nucleicos obtenidos mediante métodos
descritos en la presente, métodos similares u otros métodos adecuados que incluyen acidos nucleicos
esencialmente puros, acidos nucleicos producidos mediante sintesis quimica, mediante combinaciones de métodos
bioldgicos y quimicos y acidos nucleicos recombinantes que estan aislados. Los acidos nucleicos referidos en la
presente como “recombinantes” son acidos nucleicos que han sido producidos mediante metodologia de ADN
recombinante, incluyendo aquellos acidos nucleicos que se generan mediante procedimientos basados en un
método de recombinacion artificial tales como la reaccion de cadena de polimerasa (PCR) y/o clonacién a un vector
usando enzimas de restriccion. Acidos nucleicos “recombinantes” también son aquellos que resultan de eventos de
recombinacién que ocurren a través de mecanismos naturales de las células, pero se seleccionan después de la
introduccion a las células de acidos nucleicos disefiados para permitir y hacer probable un evento deseado de
recombinacion.
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Acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que cumplen estos criterios comprenden acidos nucleicos que tienen
secuencias idénticas a las secuencias que codifican E4orfl de Ad36 de origen natural y porciones de la misma, o
variantes funcionales de las secuencias de origen natural. Tales variantes incluyen mutantes que difieren por la
adicidn, supresioén o sustitucién de uno o mas residuos, acidos nucleicos modificados en los que uno o mas residuos
estan modificados (por ejemplo, anadlogos de ADN o ARN), y mutantes que comprenden uno o mas residuos
modificados. La secuencia puede optimizarse por codon o des-optimizarse por codén para expresion en el individuo.

En un aspecto, la E4orfl de Ad36 o variante funcional tiene una secuencia de acido nucleico la cual es similar en al
menos aproximadamente 85%, similar en al menos aproximadamente 90%, similar en al menos aproximadamente
95%, similar en al menos aproximadamente 96%, similar en al menos aproximadamente 97%, similar en al menos
aproximadamente 98%, o similar en al menos aproximadamente 99% a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:3 sobre la
longitud de la variante. La identidad de la secuencia de acido nucleico puede determinarse usando un algoritmo
adecuado de alineamiento de secuencias de acido nucleico tal como CLUSTAL W, usando los parametros
predeterminados (Thompson J. D. et al., Nucleic Acids Res. 22:4673-4680 (1994).)

El acido nucleico puede estar en forma de ADN, ARN y puede ser mono- o bicatenario. En términos generales, el
acido nucleico se enlaza, de manera que puede operarse, a secuencias de control de expresion tales como un
origen de replicacion, un promotor y un potenciador (véase, por ejemplo, Queen, et al., Immunol. Rev. 89:49-68,
1986). Una cantidad de vectores adecuados para expresion de proteinas recombinantes en células deseadas son
bien conocidos y convencionales en la técnica. Los vectores adecuados pueden contener una cantidad de
componentes que incluyen, pero no se limitan a uno o mas de los siguientes: un origen de replicacion; un gen de
marcador seleccionable; uno o mas elementos de control de expresion, tales como un elemento de control
transcripcional (por ejemplo, un promotor, un potenciador, un terminador), y/o una o mas sefiales de traduccion; y
una secuencia de sefial o secuencia lider para seleccionar la ruta secretoria objetivo en una célula hospedera
seleccionada. Si se desea, el vector puede incluir un marcador detectable.

En determinadas modalidades, los vectores de expresion se usan en terapia de genes. La expresién requiere que
las sefiales apropiadas sean suministradas en los vectores y que incluyan diversos elementos regulatorios tales
como potenciadores/promotores, tanto de fuentes virales como de fuentes de mamiferos que accionan la expresién
de los genes de interés en células hospederas. También son conocidos elementos disefiados para optimizar
estabilidad y capacidad de traduccién de ARN mensajero en células hospederas.

Existe una cantidad de vias en las cuales pueden introducirse vectores de expresion a las células. En determinadas
modalidades de la invencion, el constructo de expresion comprende un virus 0 un constructo disefiado derivados de
un genoma viral. La capacidad de ciertos virus para entrar a las células a través de endocitosis mediada por
receptor, para integrarse al genoma de célula hospedera y expresar genes virales de manera estable y eficiente los
ha hecho candidatos atractivos para la transferencia de genes extrafios dentro de células de mamiferos (Ridgeway,
1988; Nicolas y Rubinstein, en: Vectors: A survey of molecular cloning vectors y their uses, Rodriguez y Denhardt,
eds., Stoneham: Butterworth, pp. 494-513, 1988.; Baichwal y Sugden, Baichwal, en: Gene Transfer, Kucherlapati R,
ed., Nueva York, Plenum Press, pp. 117-148, 1986. 1986; Temin, en: Gene Transfer, Kucherlapati, R. ed., Nueva
York, Plenum Press, pp. 149-188, 1986). Los vectores preferidos de terapia de genes son generalmente vectores
virales.

Administracion de E4orfl de Ad36

Una variedad de rutas de administracién son posibles incluyendo, pero no necesariamente limitando a parenteral
(por ejemplo, inyeccién intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutanea), oral (por ejemplo, dietaria), topica,
inhalacién (por ejemplo, inhalacién intrabronquial, intranasal u oral, gotas intranasal es), o rectal.

La proteina E4orfl de adenovirus-36 puede administrarse introduciendo en el mamifero una secuencia de acido
nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 de una manera que permite la expresion de la proteina
E4orfl de adenovirus-36. En tal método, la secuencia de acido nucleico puede introducirse por un método
seleccionado del grupo consistente en electroporacion, transfeccion de dextrano DEAE, transfeccion de fosfato de
calcio, fusién de liposoma catidnica, fusién de protoplasto, creaciéon de un campo eléctrico in vivo, bombardeo de
micro proyectiles recubiertos de ADN, inyeccién con virus sin capacidad de replicacion recombinante, recombinacion
homologa, terapia de genes in vivo, terapia de genes ex vivo, vectores virales y transferencia de ADN desnudo.

La formulacion de una composicion de Ad36 que va administrarse variara segun la ruta de administracion
seleccionada (por ejemplo, solucién, emulsién, capsulas) y el individuo que va a tratarse. Una composicién
apropiada que comprende el compuesto que va administrarse puede prepararse en un vehiculo o soporte
fisiol6gicamente aceptable. Para soluciones o emulsiones, los soportes adecuados incluyen, por ejemplo, soluciones
acuosas u alcohdlicas/acuosas, emulsiones o0 suspensiones, incluyendo solucién salina y medios con pH regulado.
Los vehiculos parenterales pueden incluir solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de
sodio, solucion lactica de Ringer o aceites fijados. Vehiculos intravenosos pueden incluir diversos aditivos,
preservantes o reforzadores de fluido, nutriente o electrélito (véase, en general, Remington's Pharmaceutical
Science, 162 ediciéon, Mack, Ed. 1980). Para inhalacion, el compuesto se solubiliza y se carga a un dosificador
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adecuado para administracion (por ejemplo, un atomizador, nebulizador o dosificador de aerosol presurizado), o se
formula como un polvo seco respirable.

La composicion de Ad36 puede administrarse en una dosis Unica o en dosis mdltiples. Se administra una cantidad
terapéuticamente efectiva. Una cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad suficiente para producir el efecto
pretendido en las condiciones de administracion. Por ejemplo, puede administrarse una cantidad que sea suficiente
para incrementar la oxidacion de la grasa, incrementar el transporte de grasa fuera del higado, para disminuir la
abundancia de Glut2 en el higado, para reducir la G6Pasa en el higado, para mejorar la adiponectina, y/o Glut4,
para mejorar el control glucémico y/o para mejorar la funcién del higado. La dosificaciobn apropiada puede
determinarse por un profesional clinico de habilidad ordinaria usando métodos conocidos en la técnica, el cual toma
en consideracion la edad del individuo, su sensibilidad a medicamentos, medicamentos de tolerancia, severidad de
la enfermedad y bienestar en general, asi como otros factores. Las dosis adecuadas pueden estar entre
aproximadamente 0.1 y aproximadamente 10.0 mg/kg de peso corporal por tratamiento.

Los individuos a los que se administran composiciones de Ad36 pueden monitorearse por medio de ensayos no
invasivos, por ejemplo usando ultrasonido, para determinar si el tratamiento fue efectivo. En algunos aspectos, el
individuo sera monitoreado usando ultrasonido. En algunos aspectos, el individuo se sometera a ensayos de funcién
hepéatica para medir enzimas hepaticas.

Secuencias de E4orfl de Ad36

Secuencia de ADN de E4 orf 1 de Ad-36 (SEQ ID NO. 1)
ATGGCTGAATCTCTGTATGCTTTCATAGATAGCCCTGGAGG
GATCGCTCCCGTCCAGGAAGGGGCTAGCAATAGATATATCTTCTTTTGCCC
CGAATCTTTCCACATTCCTCCGCATGGGGTGATATTGCTTCACCTCAGAGT
GAGCGTGCTGGTTCCTACTGGATATCAGGGCAGATTTATGGCCTTGAATG
ACTACCATGCCAGGGGCATACTAACCCAGTCCGATGTGATATTTGCCGGG
AGAAGACATGATCTCTCTGTGCTGCTCTTTAACCACACGGACCGATTTTTG
TATGTCCGCGAGGGCCACCCAGTGGGAACCCTGCTGCTGGAGAGAGT
GATTTTTCCTTCAGTGAGAATAGCCACCCTGGTTTAG

Traduccion de proteina de E4 orf 1 de Ad-36 (SEQ ID NO.2)

MAESLYAFIDSPGGIAPVQEGASNRYIFFCPESFHIPPHGV
ILLHLRVSVLVPTGYQGRFMALNDYHARGILTQSDVIFAGRRHDLSVLLF
NHTDRFLYVREGHPVGTLLLERVIFPSVRIATLV

Secuencia de ADN de APDZ de E4 orf 1 de AD-36 (SEQ ID NO.3)

ATGGCTGAATCTCTGTATGCTTTCATAGATAGCCCTGGAGG
GATCGCTCCCGTCCAGGAAGGGGCTAGCAATAGATATATCTTCTTTTGCCC
CGAATCTTTCCACATTCCTCCGCATGGGGTGATATTGCTTCACCTCAGAGT
GAGCGTGCTGGTTCCTACTGGATATCAGGGCAGATTTATGGCCTTGAATG
ACTACCATGCCAGGGGCATACTAACCCAGTCCGATGTGATATTTGCCGGG
AGAAGACATGATCTCTCTGTGCTGCTCTTTAACCACACGGACCGATTTTTG
TATGTCCGCGAGGGCCACCCAGTGGGAACCCTGCTGCTGGAGAGAGTGAT
TTTTCCTTCAGTGAGAATATAG

Traduccion de proteina de APDZ de E4 orf 1 de AD-36 (SEQ ID NO.4)
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MAESLYAFIDSPGGIAPVQEGASNRYIFFCPESFHIPPHGV
ILLHLRVSVLVPTGYQGRFMALNDYHARGILTQSDVIFAGRRHDLSVLLF
NHTDRFLYVREGHPVGTLLLERVIFPSVRI

Ejemplificacion

Los resultados de los estudios divulgados en la presente revelaron que existe una conexion entre la infecciéon con
Ad36 en humanos y los niveles de lipido hepatico mas bajos y un mejor control glucémico. Los resultados también
demuestran que la proteina E4orfl de Ad36 es la mediadora del efecto protector del virus Ad36 y que el efecto es
probablemente mediado por la modificacién de la expresiéon de varios genes incluyendo adiponectina y abundancia
de Glut2. De esta manera, estos estudios divulgados en la presente muestran que Ad36, E4orfl de Ad36, y las
variantes funcionales de los mismos pueden usarse para tratar o prevenir NAFLD, reducir grasa excesiva del higado
de un mamifero, mejorar control glucémico y tratar o prevenir disfuncidn hepatica.

Técnicas y ensayos:

Preparacion de virus. Se obtuvo Ad-36 de la placa de coleccion American Type Culture collection (ATCC Cat#
VR913) purificada y propagada en células A549 (linea celular de cancer de pulmén de humano) tal como se describe
y se usa previamente (45,44). También se obtuvo Ad-2 de la ATCC (Cat #VR846) y se propagé en células A549. Se
determinaron titulos virales mediante ensayo de placa (45) inoculaciones expresadas como unidades de formacién
de placa (PFU por plague forming units).

b. Ensayos bioguimicos:

Glucosa: 2 pl de suero de cada ratdén se midieron en un formato de placa de 96 pozos usando el método de oxidasa
de glucosa de Raichem (R80038). Se leyd la absorbancia a 500 nm. Insulina: se usé el kit ELISA de insulina de
raton ultrasensible (Crystal Chem, # 90090) para determinar insulina. Se determinaron los triglicéridos usando tiras
de ensayo de panel de lipido Cardiochek.

gRT-PCR: mARN fue extraido de tejido adiposo de ratones alimentados con dieta alta en grasa usando el kit
RNeasy Mini segun las instrucciones del fabricante (Qiagen, # 74101). Se elimin6 ADN residual usando
desoxirribonucleasa | de grado amplificacion (Invitrogen, # 18068-015). 1 ug del ARN total se transcribio en reversa
a cADN usando el kit de sintesis iscriptTM cDNA (BioRad, # 170-8890) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Se us6 el sistema central Il de PCR (Promega, # M7665) para la amplificacién de cADN. Se realiz6 RT-PCR
cuantitativo para examinar los niveles de expresion relativa de los genes TNFa (factor de necrosis tumoral alfa,
Applied Biosystems, # MmO00443259 g1), Resistin (Applied Biosystems, # Mm00445641_ml), MCP-1 (proteina
quimioatrayente de macréfago; Applied Biosystems, # MmO00441243 gl), CD68 (Applied Biosystems, #
MmO03047343_m1), TLR4 (receptor del tipo Toll 4; Applied Biosystems, # Mm00445274_m1l), MCSF (vector
estimulante de colonias de macréfagos; Applied Biosystems # Mm00432688 _m1), e IL6 (interleuquina 6; Applied
Biosystems, # Mm00446191_m1) en comparacion con GAPDH (gliceroaldehidos 3 fosfato deshidrogenasa; Applied
Biosystems, # Mm99999915 g1). Se compararon las medias mediante una prueba T. La significatividad se
estableci6 en p<0.05.

c. Confirmacion de infeccién:
Titulo de anticuerpo:

La presencia de anticuerpos neutralizantes en suero fue determinada mediante el método de ‘suero constante con
reduccion de virus’, el cual es un ensayo estandar de oro, sensible y especifico para determinar anticuerpos
neutralizantes tal como se describe en detalle (92). Brevemente, los sueros de la prueba desactivados por calor se
diluyeron en serie (dos veces) de 1:2 a 1:512 en placas de 96 pozos. En total se adicionaron a cada uno de los
pozos un total de 100 TCID-50 (dosis de infectividad de un tipo de tejido 50) del estandar de trabajo de adenovirus
respectivo, seguido por la adicién de células A549 después de 1 hora de incubacion a 37 °C. Cada suero de prueba
fue corrido en duplicado. El control de suero (suero y células, pero sin virus), el control de células (células solamente,
sin virus, sin suero), y el control de virus (células y virus, sin suero) se incluyeron con cada ensayo. Las placas se
incubaron a 37 °C durante 13 dias y se not6 la presencia de CPE (efecto citopatico). Las muestras de suero sin CPI
en diluciones de 1:8 o superiores fueron consideradas positivas para la presencia de anticuerpos neutralizantes al
virus respectivo y evidencia de infeccion previa con ese virus. Las muestras con titulos inferiores a 1:8 fueron
consideradas negativas para la presencia de anticuerpos virales. Se llevé a cabo una titulacién por retroceso de
virus con cada ensayo como chequeo de calidad.

Monitoreo de AND y ARN virales:
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Aislamiento de ADN: se aislé ADN usando un minikit de ADN QIAMP (# 51306). Se disefiaron cebadores para gen
E4 de Ad36, Ad2 y también B-actina de raton. Se amplific6 AND mediante PCR. Las secuencias de cebador fueron
como sigue:

Cebador hacia adelante de Ad36: 5-GGCATACTAACCCAGTCCGATG-3',

Cebador reverso de Ad36: 5'-TCACTCTCAGCAGCAGCAGG-3';

Cebador hacia adelante de Ad2: 5' -CCTAGGCAGGAGGGTTTTTC-3/,

Cebador reverso de Ad2: 5-ATAGCCCGGGGGAATACATA-3'

Cebador hacia adelante de B-actina de raton: 5' -GATCTTCATGGTGCTAGGAG-3',
Cebador reverso de B-actina de raton: 5-ACGTTGACATCCGTAAAGAC-3..

Control de PCR negativo: agua. Control de PCR positivo: ADN de células A549 de Ad36 o Ad2. Se desnaturalizd
ADN por 2 minutos a 95°C y se sometié a 35 ciclos de PCR (94°C por 1 minuto, 55°C por 1 min, 72°C por 2 minutos
seguido de incubacién a 72°C por 5 minutos. Se extrajo ARN usando el mini kit RNeasy segun las instrucciones del
fabricante (Qiagen, # 74101). Se elimin6é ADN residual usando desoxirribonucleasa de grado de amplificacion |
(Invitrogen, # 18068-015). 1 ug de ARN total se transcribié en modo reverso a ADNc usando el kit de sintesis de
ADNCc iscriptTM (BioRad, #170-8890) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El sistema basico de PCR I
(Promega, # M7665) fue usado para la amplificacion de ADNCc.

d. Ensayo de tolerancia de glucosa:

Después de un ayuno por 16 horas, ratones despiertos se inyectaron con D-Glucosa (2.5 mg/g de peso corporal) por
via intraperitoneal. Se recogi6 sangre de la vena de la cola antes de inyectar la glucosa (tiempo 0) y a 10, 20, 30, 60,
120 y 150 minutos después de la inyeccion. Se determind glucosa en la sangre usando un glucémetro (Contour,
Bayer).

e. Andlisis de Western blot:

Inmunoprecipitacion: para inmunoprecipitacion de IR, IRS1 y IRS2, se homogeneizaron muestras tisulares en un
regulador de pH que contenia HEPES de 50mM (pH 7.4), ortovanadato de sodio de 2mM, fluoruro de sodio de 10
mM, EDTA de 2 mM, NP-40 al 1%, deoxicolato de sodio al 0.25% e inhibidores de proteasa. Los homogeneizados
(250 pg) se inmunoprecipitaron luego con 3 pg de anticuerpo primario. Las muestras se sometieron a SDS-PAGE
usando geles de gradiente de 4-20% y se transfirieron a una membrana de PVDF. Las membranas se sometieron a
inmunoblotting con anticuerpos anti-fosfo. Se usaron anticuerpos para tyr-1322-IR-3 fosforilado (Millipore, # 04-300)
y receptor total de IR-B (Millipore, # 05-1104), IRS1 total (Santacruz, # Sc-559) y pIRS1-(tyr-989) (Santacruz, # Sc-
17200), pIRS1-(ser307) (Cell signaling, # 2381), IRS2 de (Milipore, # 06-506) y p-IRS2 (tyr-612) de (Santacruz, # Sc-
17195-R).

Westem Blot: se cuantificaron concentraciones de proteina por medio de ensayo de acido bicinconinico y se
cargaron al 4-20% o gel de poliacrilamida en cantidades iguales. Luego se transfirieron las proteinas a una
membrana de PVDF. Las membranas se bloquearon en PBS Tween-20 que contenia BSA al 3% y se incubaron con
anticuerpos policlonales o monoclonales que reconocian anticuerpos de AKT total (Cell signaling, # 4691), p-
AKT(ser-473) (Cell signaling, # 9271), Ras (Cell signaling, # 3965), Glutl (Abcam, # 35826), Glut4 (Abcam, # 14683),
Glut2 (Santacruz, # 9117), Glucosa 6-fosfatasa (Santacruz, # 7291), AMPKa total (Cell signaling, # 2603), p-
AMPKa (Thr-172) (Cell signaling, # 2535) y leptina (Abcam, # 2095) respectivamente. Seguido de anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de caballo rdbano, se detectaron sefiales mediante quimioluminiscencia
mejorada. Las bandas especificas fueron cuantificadas con densitometria de barrido usando software analizador
AlphaEaseFC y se evalué una carga igual mediante normalizacién a abundancia de GAPDH (Ambion, # 4300).

Analisis de diferentes formas oligoméricas de adiponectina: 30 pg de la proteina aislada del tejido adiposo fueron
tratados con regulador de pH 5X no reductor sin DTT, B-mercaptoetanol y se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente. Las muestras fueron corridas en gel 4-20% Tris-Glicina SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de
PVDF. Se realiz6 Western blotting usando anticuerpo de dominio antiglobular de adiponectina (Millipore, #
MAB3608, Temmecula, CA).

f. Histoquimica:

Se realiz6 tincion de glucégeno en muestras de higado congeladas de modo instantaneo de 3 ratones cada una de

Ad36, Ad2, y se infectaron de modo simulado ratones alimentados con dieta alta en grasa y se infect6 de modo

simulado un ratén alimentado con producto estandar en calidad de control tal como se reporta en (41). Las muestras

tisulares se incrustaron en medio de montaje OCT y se cortaron a un grosor de 8 um. Se tinturé glucégeno usando
11
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tincién de acido periodico — Schiff (PAS). Se fijaron muestras de higado para mejorar la preservacion de glucégeno y
para ayudar a prevenir el efecto distorsionante de la corriente en el fijador de Carnoy (6 partes de etanol, 3 partes de
cloroformo, y 1 parte de acido acético glacial) por 10 minutos a 4 °C. Después de fijar, se lavaron las secciones en
agua destilada con varios enjuagues y luego se incubaron en una solucién al 1% de acido periodico por 5 minutos a
temperatura ambiente. Después de lavar con agua destilada se adicion6 el reactivo de Schiff y se incub6 por 11
minutos. Todas las laminas se guardaron en agua corriente, fria, de acueducto, durante 10 minutos. Las laminas se
secaron al aire y se aplicé un cubreobjetos usando Permount. La tincidon de glucégeno da un color magenta a la
seccidn y una tincion mas oscura indica mas glucégeno.

El liquido deja la muestra durante la fijacion y de esa manera, el area en blanco, de color blanco, sobre la lamina,
indica gotas de lipido (96). Se hicieron imagenes con un Zeiss Axioskop 40 FL. Se analizaron tres especimenes por
muestra y tres imagenes por espécimen usando Image J para cuantificacion de glucoégeno y lipido. Las imagenes se
convirtieron a 8 bit y el umbral se determiné donde solamente era visible la tincion especifica de glucégeno y se
calcul6 la cantidad de glucégeno como pixel2 en este umbral. Este nUmero fue sustraido del area total para obtener
el area del espacio en blanco para cuantificacion de lipido tal como se reporta en (96).

Ejemplo 1
Ad36 y humanos

Se monitorearon muestras de cuatro grupos humanos para anticuerpos de Ad36 como un indicador de infeccién
pasada. Los grupos humanos fueron: A) estudio de familia de HERITAGE (49) (n=671, hombres y mujeres blancos y
negros) B) estudio del PBRC (Pennington Biomedical Research Center) (206 hombres y mujeres blancos y negros),
C) estudio del MET (50, 51) (n=45 nifios y nifias blancos y negros pre puberes), D) estudio de VIVA LA FAMILIA (52)
(585 nifios y nifias hispanos). La prevalencia de anticuerpos de Ad36 fue de 13%, 18%, 22% y 7% en los estudios de
HERITAGE, PBRC, MET y Viva La Familia, respectivamente. Las diversas medidas de un mejor control glucémico
(incluyendo sensibilidad a insulina o indice de desecho) estuvieron asociadas de modo significativo con infeccion de
Ad36 en estos grupos humanos, de manera independiente de la edad, sexo, raza y adiposidad (por ejemplo, las
tablas 1 y 2 muestran los grupos humanos de PBRC y MET). De manera importante, la asociacion de Ad36 con un
mejor control glucémico fue extraordinariamente consistente a través de estos grupos humanos de diversas edades
y razas de mas de 1500 individuos. Estos datos sugirieron que la infeccion de Ad36 puede mejorar el control
glucémico en humanos.

Tabla 1: estudio de PBRC (n=206; negros/blancos/otros 74/118/14) media (95% CI), ajustada para edad, sexo, raza
y masa de grasa corporal. *p<0.05 o mejor. **Normalizada a densidad del bazo. Valor superior de HU equivale a
contenido de lipido inferior.

Ad36- Ad36+
N=45 N=35 N=10
Glucosa en ayuna (mg/dL) 74.5 (71.6-77.4) 68.7* (62.9-74.6)
Insulina en ayunas (mU/ml) 3.1(2.4-4.1) 1.8* (1.1-3.0)

HOMA IR

0.51 (0.39-0.69)

0.28* (0.16-0.48)

Lipido intra-hepatico (% de pico
de agua)

0.005 (0.002-006)

0.003* (0.004-0.008)

Tabla 2: estudio de MET, nifios y nifias pre-puberes (n=45; negros/blancos/otros; 10/32/3).

Media® (95%C]l) ajustada para sexo y masa de grasa corporal. * Media aritmética para glucosa; media geométrica
para insulina HOMA-IR vy lipido intra-hepatico.

Ejemplo 2:
Ad36 horas sensibilidad a insulina en ratones alimentados con producto estandar

Ratones hembras C57BL/6J de edad, peso y grasa corporal emparejados, se infectaron de modo simulado o se
infectaron con Ad36 o Ad2 y se mantuvieron en una dieta con producto estandar. Ratones hembras C57B6/6J de
cuatro semanas de edad fueron adquiridos de The Jackson Laboratories (Bar Harbour, Maine, USA). Después de 1
semana de aclimatacion, se determiné la grasa corporal total mediante el analizador Bruker Minispec mg 10 RMN
(resonancia magnética nuclear). Los ratones se dividieron en tres grupos emparejados por el peso corporal y la
grasa corporal y se inocularon intra-nasalmente, oralmente intra-peritonealmente con 107PFU de Ad36 (N=3) o Ad2
(un adenovirus humano comun usado como control; N=4) o infectados de modo simulado con medios de cultivo
tisular (n=6). Los ratones estaban en un ciclo de luz y obscuridad de 12 horas a 25 °C y hospedados en jaulas micro-
aislantes en una contencion de nivel de bioseguridad 2 en una habitacién y se les ofrecia agua a su gusto (ad
libitum) y alimento estandar para roedores (Purina LabDiet 5001).
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Los tres grupos de ratones no mostraron diferencia en el peso corporal total durante un experimento de 12 semanas.

Anticuerpos neutralizantes a adenovirus, y/o andlisis de PCR para ADN y/o ARNm viral en diversos tejidos de raton
confirmaron la infeccion simulada o la infeccion por el virus esperado (tabla 3). A pesar de los niveles separables de
glucosa e insulina en suero en ayunas entre los tres grupos de ratones en la linea base antes de la infeccién, estos
niveles disminuyeron progresivamente solamente en los ratones infectados con Ad36 durante el transcurso del
experimento (Figura 1A y B). Ademas, en la post-infeccion de 12 semanas (pi), las masas de la almohadilla de grasa
retroperitoneal y el higado de los ratones infectados con Ad36 fueron dos veces mas altas (p<0.03) o 10% mas bajas
(p<0.04), respectivamente, que los ratones infectados de modo simulado (Tabla 4, Figura 1). De esta manera, en los
ratones alimentados con alimento estandar, la infeccion con Ad36, pero no la infeccién con Ad2, mejoré el control
glucémico sistémico reduciendo niveles de glucosa e insulina en ayunas.

Tabla 3: Porcentaje de los ratones que muestran anticuerpos virales, ADN y ARN virales.

Grupo Anticuerpo ADN viral / ARN viral
Ad36 / Ad32 Higado | Tejido adiposo | Pulmén | Rifi6n

Experimento 2: ratones alimentados con producto estandar
Simulado 0/0 0/0
Ad36 100/100 100/100
Ad32 100/100 100/100
Experimento 3: ratones con dieta alta en grasa
Simulado 0/0 0/0 0/0 0/NA 0/NA
Ad36 100/0 60 /60 70/40 50/ NA 10/ NA
Ad32 0/40 0/0 0/0 100/ NA 50/ NA

NA: ARN viral no determinado en estas muestras

Tabla 4: Linea base y caracteristicas finales de ratones alimentados con producto estandar. Media + SE.

Simulado Ad36 Ad2 p
N 6 3 4
Peso corporal (g) - semana | 44 5, 4 16.940.21 16.2+0.44 | NS
E)Srasa corporal (g) semana | , 5 4 (5 23402 2.0+0.1
fgso corporal (g) semana | 5 3, 58 | 238417 225415 NS
Grasa retroperitoneal (g) 0.18+0.06 | 0.37+0.15* | 0.25:0.13 | * p<.05 vs simulado
semana 12
Higado (g) 1.00+0.09 0.9+0.1* 0.99+0.21 * p<.05 vs simulado

Los pesos corporales se midieron una vez a la semana y las muestras de sangre se obtuvieron del seno retrobular
intraorbital de ratones anestesiados en ayunas durante 4 horas. Los ratones fueron muertos 12 semanas después
de la infeccion. Se recogi6 sangre del tronco y se separ6 el suero. Se separaron cuidadosamente el higado y los
depositos de grasa retroperitoneal, se pesaron y se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C hasta usarse. El suero se us6 para determinar glucosa e insulina.

Las diferencias en pesos corporales, higado, pesos de almohadilla de grasa y niveles de glucosa e insulina se
analizaron mediante la prueba ‘t' de Student. Los niveles de probabilidad se establecieron en p<0.05.

Ejemplo 3:
Ad36 mejora hiperglicemia en ratones alimentados con dieta alta en grasa

Este experimento investigd si Ad36 tiene efectos similares en ratones hechos diabéticos con una dieta alta en grasa
(AG, 60 kcal%) que causa hiperglicemia inducida por dieta.

Ratones machos C57BL/6J de edad, peso y grasa corporal emparejados (14 semanas de edad), alimentados con
una dieta AG durante las 8 semanas previas, desarrollaron un estado diabético segin se evidencid por los niveles
altos de glucosa en suero en ayunas (>200mgldL). En este punto, los ratones se infectaron de modo simulado o se
infectaron con Ad36, o Ad2. A las 20 semanas después de la infeccién, todos los tres grupos presentaron captacion
acumulativa de alimento, asi como también peso corporal total y masas de almohadilla de grasa similares (Tabla 5,
Figura 2). Se adquirieron ratones e57B6/6J machos de 14 semanas de edad del The Jackson Laboratory (Bar
Harbour, Maine, USA), los cuales habian sido alimentados con una dieta alta en grasa (60% kcal) (Research Diets
Inc. D12492i) a partir de las seis semanas de edad. Después de 1 semana de la climatizacion, se determiné la grasa
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corporal de linea de base mediante RMN y los ratones se dividieron en tres grupos (n=10 por grupo) emparejados en
grasa corporal y peso corporal. Los grupos fueron infectados con Ad36 (0.6x106PFU), Ad2 (3x106 PFU) o infectados
de modo simulado por via intranasal, intra-peritoneal y oral, y continuaron con la dieta alta en grasa (60% kcal) por
20 semanas mas. Los ratones estuvieron en un ciclo de luz-obscuridad de 12 horas a 25 °C y hospedados
individualmente en jaulas micro-aislantes en contencién de nivel de bioseguridad 2 en una habitacién. La
desaparicion del alimento y los pesos corporales se midieron una vez por semana durante 16 semanas y se
obtuvieron muestras de sangre del seno intra orbital retrobular, en ratones anestesiados. Se recogieron muestras en
ayunas después de retirar alimento por 4 horas. Los ratones fueron muertos 20 semanas después de la inoculacion
en un estado con alimento libre. Se recogi6 sangre del tronco y el suero fue separado. Se separaron
cuidadosamente el higado, los depositos de grasa del epididimo y retro-peritoneo, se pesaron y se congelaron
instantaneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Después de un periodo post-infeccion de 20 semanas se evalud el control glucémico de diferentes maneras
determinando glucosa e insulina en ayunas, la prueba de tolerancia a glucosa y también determinando niveles de
glucosa en estado con alimento libres. Tal como se esperaba, debido a la resistencia a insulina inducida por dieta
AG, los ratones infectados de modo simulado presentaron un incremento en los niveles de glucosa e insulina de
suero en ayunas aunque estos incrementos estuvieron atenuados de modo significativo en los ratones infectados
con Ad36 A las 8 semanas después de infeccién o 4 semanas después de infeccion, respectivamente (figuras 3 C &
D y 4A). Los ratones infectados con Ad36 también presentaron un despeje de glucosa en la sangre
significativamente mas rapido en respuesta a un ensayo de tolerancia de glucosa intra-peritoneal (ipGTT) a 12
semanas después de la infeccién (figura 3E) y niveles mas bajos de glucosa en suero con alimento libre a 20
semanas después de infeccion (figura 3F y 4B). De hecho, a las 20 semanas post-infeccion, los niveles de glucosa
en suero con alimento libre de todos los ratones infectados con Ad36 estaban en el percentil 50 mas bajo de
aquellos medidos en ratones infectados de modo simulado (figura 4B) (prueba chi p= 0.01). A pesar de la dosis 5
veces mas alta usada para Ad2 versus Ad36 en este experimento, los ratones infectados con Ad2 no pudieron
mostrar disglicemia significativamente mejorada en comparaciéon con los ratones de control infectados de modo
simulado. Por lo tanto, la infeccion con Ad36 mejora igualmente de manera especifica las respuestas leucémicas en
ratones diabéticos en condiciones de ayuno y de alimentacién.

Tabla 5: Linea de base y caracteristicas finales de ratones alimentados con dieta AG. Media + SE.

Simulado Ad36 Ad2 p

N 10 10 10
Peso corporal (g) semana 0 36.2+09 |36.1+1.1 37.3+1.0 | NS
Peso corporal (g) semana 20 515+0.8 |483zt21 50.7+1.2 | NS
Captacion de allmgnto ggumulatlva (9) (medida por 186 £9.2 186 + 13.3 184 +13.7
16 semanas post-infeccion)
Grasa corporal total (g) semana 0 10.5+0.8 10.7 £0.7 11.5+1.0 | NS
Grasa corporal (g) semana 20
Epididimal 1.4 +£0.05 1.4+0.1 1.5+0.2 NS
Retroperitoneal 0.5+£0.02 0.5+0.05 05+0.03 | NS

1 * *
Higado (g) 27+0.1 23+0.1 244002 _p<.05 VS

simulado

Triglicéridos en suero (mg/dL) 716+17 71.2 +0.9 715+12 *p<.05 vs

Semana 0 . semana 0 de
Semana 8 704 +2.1 68.3+1.2 69.3+1.0 Ad36

Los analisis de Western blot (WB) realizados con ratones del ejemplo 2 revelaron que de acuerdo con datos in vitro
(76, 12), Ad36 aumentd la via \Ras-PI3K tal como se indica por la mayor abundancia de Ras y fosfo-Akt, en misculo
esquelético, tejido adiposo e higado en comparacién con los ratones infectados de modo simulado a las 20 semanas
post infeccion (pi) (Figura 5). Para ratones infectados con Ad36, la mayor abundancia de proteina de Glut4 y Glutl
en musculo esquelético y tejido adiposo sugirié un mecanismo por el cual Ad36 incrementa captacién de glucosa en
estos tejidos, mientras que la menor abundancia de Glut2 y Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) en el higado sugirié que
Ad36 reduce la liberacion de glucosa hepatica (Figura 5C), lo cual a su vez puede contribuir a mejor control
glucémico. Tal como se espera, las secciones de higado de los ratones alimentados con dieta AG presentaron
menos glucégeno y mas lipido que aquellas de los ratones alimentados con alimento estandar (Figura 6A). Entre los
ratones alimentados con dieta AG, sin embargo, los higados de los ratones infectados con Ad36 presentaron
proteccion superior ante los efectos patolégicos de la dieta AG, tal como se evidencia por el contenido incrementado
de glucégeno y mas bajo de lipido en comparacion con los ratones infectados de modo simulado (Figura 6 A-C)
(p<0.02). El efecto protector mediado por Ad36 sobre la patologia hepatica inducida por la dieta AG es consistente
con nuestros datos humanos que muestran acumulacién mas baja de lipido hepatico tanto en adultos como en los
jovenes pre-puberes infectados con Ad36. De esta manera, los hallazgos presentados aqui soportan un modelo por
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el cual Ad36 incrementa la captacion de glucosa por el musculo esquelético y tejido adiposo y reduce la liberacion de
glucosa por el higado, lo cual mejora de manera significativa el control glucémico sistémico en animales.

Se analizaron las diferencias en la captacion de alimento, los pesos corporales, higado, pesos de almohadilla de
grasa y en los niveles de glucosa e insulina mediante la prueba ‘t' de Student. Los niveles de probabilidad se
establecieron en p<0.05.

Ejemplo 4:
Ad36 mejora marcadores del perfil metabdlico de tejido adiposo

Se corrieron Western blots tal como se describe previamente usando proteinas de tejido adiposo de ratones
alimentados con dieta AG, muertos en estado de alimentacion libre 20 semanas post-infeccion (3 ratones/grupo). Se
us6 GAPDH como control de carga. Ad36 parece aumentar la via de PI3K y la captacion de glucosa corriente abajo
tal como se indica por una fosforilacion mayor de AKT, y mayor abundancia de Glut4 y Glutl. En respuesta a la
infeccion, el tejido adiposo en el grupo de Ad2, pero no en el de Ad36, tuvo mayor infiltracion de macréfago (p<.05),
en comparacién con el grupo simulado. De manera importante, el grupo de Ad36 hubo una abundancia
significativamente mayor de adiponectina (Figura 4A), un sensibilizador de insulina clave y promotor de captacion de
glucosa (53) y protector frente a esteatosis hepatica (54) (55). La adiponectina existe en formas de peso molecular
(PM) superior, medio e inferior, aunque la forma de TM superior esta ligada de la manera mas fuerte a la sensibilidad
de insulina (56,57). Ad36 incrementé de modo significativo en los niveles de todas las formas de adiponectina en el
tejido adiposo de ratones alimentados con dieta AG (figura 7B). El aumento de adiponectina por parte de Ad36 se
observd de manera consistente, incluyendo su ARNm y abundancia de proteina significativamente mayores en
explantes de tejido adiposo humano infectados con Ad36 (12). Estos cambios indican de modo colectivo que Ad36
mejora la calidad metabdlica del tejido adiposo. Considerando los efectos hepaticos fuertes de adiponectina (54, 55),
se cree que la adiponectina es un mediador clave del efecto anti-esteatosis de Ad36.

Ejemplo 5:
Ad36 atenua la esteatosis y mejora perfil metabdlico en el higado

Las secciones de higado de los ratones alimentados con dieta AG presentaron menos glucégeno y mas lipido que
las de los ratones alimentados con producto estandar (Figura 6A). Entre los ratones alimentados con dieta AG, sin
embargo, los higados de los ratones infectados con Ad36 presentaron proteccion superior frente a los efectos
adversos de la dieta AG, tal como se evidencia por el contenido de glucégeno incrementado y bajo de lipido en
comparacion con el grupo simulado (Figura 6A) (p<.02). La abundancia inferior de Glut2 y Glucosa-6-fosfatasa
(G6Pase) en los higados del grupo Ad36 (Figura 8) sugirié liberacion de glucosa hepatica reducida, lo cual a su vez
puede contribuir a un mejor control glucémico. Los higados del grupo Ad36, pero no del grupo Ad2, presentaron
mayor fosforilaciéon de AMPK, una diana conocida de adiponectina para proteger el higado frente a esteatosis (54).

ARNm de higado: se ensayaron expresiones de genes seleccionados de los higados de ratones con dieta estandar
(Figura 9) o ratones alimentados con dieta AG (Figura 10). Aunque estas moléculas también desempefian roles
solapados en multiples vias, consideramos a FAS (sintasa de acido graso), SREBP1c (elemento de respuesta de
esterol que enlaza proteina 1c) y FOXO1 (Forkhead Box 01 o caja de cabeza de horquilla) como moduladores de la
lipogénesis (58), CPTI (carnitina palmitilo acilo transferasa), LXR (receptor de higado X) y PPARa para indicar
oxidacion de lipido (59-61) y MTP (proteina de transferencia de triglicérido microsémico) y ApoB (apolipoproteina B)
como indicacion de exportacion de lipido (62-66). Puesto que la esteatosis hepatica acoplada con inflamacién puede
dar sefial de progreso a NASH, se determinaron marcadores de inflamacién. Las expresiones de gen hepatico se
determinaron 12-20 semanas después de inoculacién (tabla 3). Mientras que un periodo tan largo y una dieta AG
pueden enmascarar algunos cambios, las expresiones de gen de los ratones alimentados con producto estandar y
alimentados con dieta AG sugieren de modo colectivo que Ad36 reduce la lipogénesis, aumenta la oxidacion y
exportacion de lipido y reduce la inflamacion en el higado (Tabla 6).
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Tabla 6: datos qRT-PCR de expresion de genes en higados de ratones alimentados con dieta estandar o dieta AG.
Las flechas indican la direccion de los cambios inducidos por Ad36 en comparaciéon con el grupo infectados de
manera simulada *p<.05 o mejor. Para indicar una tendencia, el valor p también se sefiala si se encuentra entre .05
y 0.1. NS: no hay diferencia significativa.

Ejemplo 6:
E4orfl de Ad36 atenla la esteatosis hepatica sin pérdida de peso

En experimentos separados, las células de HepG2, o hepatocitos primarios de raton fueron transfectados con E4orfl
o0 el vector vacio de ADNpc. La oxidacion de palmitato y la secrecién de apoB por parte de las células de HepG2 y la
salida de glucosa basal y estimulada por glucagén por parte de los hepatocitos primarios fueron determinadas 48
horas después de transfeccion.

En comparacion con las células transfectadas con el vector nulo, E4orfl increment6 la oxidacion de grasa dos veces
(p<0.0001), y la secrecién de apoB 1.5 veces (p<0.003) y redujo la salida de glucosa basal y estimulada por
glucagon en 45% (p=0.0008) y 22% (p<0.02), respectivamente.

Esta transfeccion in vitro de hepatocitos muestra que E4orfl media los efectos de Ad36 en el metabolismo hepatico.
Los datos muestran que en hepatocitos E4orfl de Ad36 incrementa la oxidacién de grasa y el transporte de grasa
afuera del higado y reduce la liberacion de glucosa.

Ejemplo 7:
E4orfl induce PPARy

PPARy es el regulador maestro de adipogénesis, el proceso por el cual el cuerpo hace células grasas. Ad36
aumenta PPARYy, induce adipogénesis, incrementa adiponectina y mejorar el control glucémico. Este estudio
investigo si la expresion de adiponectina puede desacoplarse de la induccién de PPARy o adipogénesis.

Los siguientes tipos de célula se infectaron con adenovirus humano Ad36, o Ad2, o se infectaron de modo simulado:
a) fibroblastos embrionarios de raton (MEF) 3T3-L1 con PPARYy intacto; b) MEF NIH/3T3 que tienen expresion
afectada de PPARYy;, y c) MEF de ratones con eliminacion de PPARy (MEF -/-). A pesar de la disminucion o ausencia
de PPARy, Ad36 mejoré la captacion de glucosa celular, la abundancia de adiponectina, de proteina Glut4 y Glut1,
versus las células infectadas de modo simulado o con Ad2. Como se esperaba, la induccion adipogénica incrementé
lipido en 3T3-L1 pero no en NIH/3T3 o MEF -/-. Esto indica que Ad36 incrementa la captacién de glucosa y la
secrecion de adiponectina sin involucrar PPARy o promover la adipogénesis. En humanos, la infecciéon natural con
Ad36 tal como se determina por la presencia de anticuerpos Ad36, predijo niveles de adiponectina mas altos
sugiriendo relevancia terapéutica de estos efectos. Esto refuerza aiun mas nuestra propuesta de que es posible
mejorar captacion de glucosa por E4orfl, sin aumentar grasa corporal a diferencia de la accion de TZDs.
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Ejemplo 8
Proteina E4orfl promueve el desecho de glucosa

Una linea celular 3T3-L1 estable que expresa de manera inducible E4orfl en respuesta a la doxiciclina (3T3-E4) fue
desarrollada para estudiar sefializacion celular y para ensayar si Ad36 requiere su proteina E4orfl para aumentar la
captacioén de glucosa en preadipocitos de 3T3-L1. En comparacion con células infectadas de modo simulado, Ad36
incremento la captaciéon de glucosa basal en 3 veces, lo cual fue abolido cuando E4orfl fue bloqueada con ARNSi.
Esto mostré que Ad36 promueve la captacion de glucosa celular a través de E4orfl. En comparacién con células
con vector nulo, las células 3T3-E4 incrementaron la captacion de glucosa de una manera dependiente de induccion.
E4orfl incrementd la abundancia y la activacion de Ras que es la molécula obligatoria en la captacion de glucosa
inducida por Ad36. En particular, E4orfl activa la isoforma de H-Ras. De esta manera, E4orfl restringe los efectos
anti-hiperglucémicos de Ad36 a una sola proteina.

Ejemplo 9
E4orfl modula desecho de glucosa en adipocitos y hepatocitos

En experimentos separados, los adipocitos o preadipocitos de 3T3-L1, mioblastos de C2C12 o hepatocitos de
HepG2 fueron transfectados con plasmidos etiquetados V-5 que expresan E4orfl (ADNpc-V5-AD36-E4orfl) o un
vector nulo (ADNpc-V5-DEST).

Considerando que la captacion de glucosa por tejido adiposo y musculo esquelético y la salida de glucosa por el
higado contribuyen al control glucémico sistémico, fue determinado el efecto de E4orfl de Ad36 en el desecho de
glucosa basal y estimulado por insulina por parte de las lineas celulares que representan estos tejidos. El desecho
de glucosa en adipocitos o preadipocitos de 3T3-L1, mioblastos de C2C12 o hepatocitos de HepG2 transfectados
con E4orfl que expresa plasmido fue comparado con las células transfectadas con un vector nulo.

La expresion de E4orfl incremento la captacion basal de 2DG en preadipocitos de 3T3-L1, adipocitos y mioblastos
de C2C12 (FIGS. 11 A-C). En adipocitos, E4orfl incrementé ademas la captacion de 2DG estimulada por insulina
(p=0.003). En preadipocitos y mioblastos, que no responden completamente a la insulina, E4orfl no promovi6 la
captacion de 2DG estimulada por insulina.

Aunque multiples funciones metabolicas del higado, tales como la captacion de glucosa, la sintesis de glucégeno, la
glucogenodlisis, contribuyen al control glucémico sistémico, la salida de glucosa hepatica con frecuencia no se
controla debido a la resistencia a insulina y puede ser un contribuidor clave de la alta glucosa sanguinea en diabetes
tipo 2. Por lo tanto, el foco estuvo en determinar el efecto de E4orfl en la liberacion de glucosa por parte de
hepatocitos. La transfeccién de E4orfl redujo significativamente la salida de glucosa por parte de las células HepG2
por debajo la linea basal asi como también las condiciones de estimulacion de insulina (p<0.000001 y <0.001,
respectivamente; FIG. 5D).

Este experimento muestra que E4orfl de Ad36 influencia el desecho de glucosa por parte del tejido adiposo, el
musculo esquelético y el higado.
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Reivindicaciones

1. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma, o un acido nucleico que codifica E4orfl de
adenovirus-36 o variante funcional del mismo, o un analogo de E4orfl de adenovirus-36 para uso en un método para
tratar o prevenir la enfermedad de higado graso no alcohélico en un individuo.

2. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma para uso en un método para reducir grasa
excesiva del higado en un individuo.

3. Proteina E4orfl de adenovirus 36 o variante funcional de la misma para uso en un método para tratar o prevenir
disfuncion hepética, caracterizada por higado graso y resistencia a insulina, en un individuo.

4. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma para uso de acuerdo con la reivindicacion 3,
en cuyo caso el mejoramiento de la acumulacién de grasa de higado se caracteriza por oxidacién incrementada de
lipido o transporte incrementado de lipido desde el higado.

5. Proteina E4orfl de adenovirus 36 o variante funcional de la misma para uso en un método para reducir o prevenir
esteato-hepatitis no alcohdlica (NASH) en un individuo.

6. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, 2,
3, 0 5, en cuyo caso se administra una proteina E4orfl de adenovirus-36 y la secuencia de aminoacidos de la
proteina E4orfl de adenovirus-36 es SEQ ID NO:2 o variante funcional de la misma.

7. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, 2,
3 0 5, en cuyo caso se administra un acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 introduciendo
al mamifero una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36, de una manera que
permite la expresion de la proteina E4orfl de adenovirus-36.

8. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma para uso de acuerdo con la reivindicacion 7,
en cuyo caso la secuencia de acido nucleico se introduce por un método seleccionado del grupo consistente en
electroporacion, transfeccién de dextrano DEAE, transfeccion de fosfato de calcio, fusién de liposoma catiénico,
fusion de protoplasto, creacién de un campo eléctrico in vivo, bombardeo de microproyectiles recubiertos con ADN,
inyeccién con virus sin capacidad de replicacion recombinante, recombinacién homdloga, terapia de genes in vivo,
terapia de genes ex vivo, vectores virales y transferencia de ADN desnudo.

9. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma para uso de acuerdo con la reivindicacion 7,
en cuyo caso la secuencia de acido nucleico comprende SEQ ID NO:1 o variante funcional de la misma.

10. Proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma para uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2, 3y 5, en cuyo caso el individuo es un humano.

11. Uso de la proteina E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma, o de un &cido nucleico que codifica
E4orfl de adenovirus-36 o variante funcional de la misma, o un analogo de E4orfl de adenovirus-36, para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencién de enfermedad de higado graso no alcohdlico en un
individuo, reduciendo grasa excesiva del higado en un individuo, incrementando sensibilidad a insulina en un
individuo, tratando o previniendo disfuncién hepéatica caracterizada por higado graso y resistencia a insulina en un
individuo, y/o reduciendo o previniendo esteato-hepatitis no alcohélica (NASH) en un individuo

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el cual se administra una proteina E4orfl de adenovirus-36, o se
prepara para administracion, y la secuencia de aminoacidos de la proteina E4orfl de adenovirus-36 es SEQ ID NO:2
o variante funcional de la misma.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el cual se administra un acido nucleico que codifica la proteina
E4dorfl de adenovirus-36, o se prepara para administracion, introduciendo al mamifero una secuencia de acido
nucleico que codifica la proteina E4orfl de adenovirus-36 de una manera que permite la expresion de la proteina
E4orfl de adenovirus-36.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el cual se introduce la secuencia de acido nucleico, o se prepara
para introduccién, mediante un método seleccionado del grupo consistente en electroporacion, transfeccion de
dextrano DEAE, transfeccién de fosfato de calcio, fusién de liposoma catidnico, fusién de protoplasto, creacion de un
campo eléctrico in vivo, bombardeo de micro-proyectiles recubiertos con ADN, inyeccién con virus sin capacidad de
replicacién recombinante, recombinacién homéloga, terapia de genes in vivo, terapia de genes ex vivo, vectores
virales y transferencia de ADN desnudo.

15. Uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en el cual dicho individuo es un humano.
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