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DESCRIPCION
Globulina fijadora de hormonas sexuales para su uso como un medicamento

La presente invencién se refiere al campo de los enfoques médicos para enfermedades en las que se produce la
acumulacion de lipidos en uno o varios tejidos y 6rganos animales, tales como la esteatosis hepatica. La invencion
también se aplica a métodos cosméticos para reducir las reservas de lipidos.

Antecedentes de la técnica

La obesidad (o adiposidad) es un trastorno metabélico multifactorial causado por un desequilibrio entre la ingesta y
el gasto de energia, que puede tener factores genéticos y/o de comportamiento que afectan a la cantidad y calidad
de la ingesta de alimentos, asi como al estilo de vida. Se caracteriza por un aumento del peso corporal acompafiado
de una importante desregulacion de la funcién del tejido adiposo. La obesidad esta asociada con un conjunto de
enfermedades crénicas y progresivas que incluyen diabetes de tipo 2, hiperinsulinemia, dislipidemia, patologias
hepéticas e inflamacion, entre otras. Por otro lado, el sobrepeso se define, en general, como tener mas grasa
corporal que lo que es Optimo para la salud. Tener sobrepeso es una afeccion comun, en especial, cuando los
suministros de alimentos son abundantes y los estilos de vida son sedentarios.

En biologia, el tejido adiposo o la grasa corporal, o simplemente la grasa, es tejido conjuntivo suelto compuesto
principalmente de adipocitos. Ademés de los adipocitos, el tejido adiposo contiene la fraccion vascular estromal
(FVE) de las células, incluyendo los preadipocitos, los fibroblastos, las células endoteliales vasculares y una
variedad de células inmunitarias (es decir, macréfagos del tejido adiposo (MTA)). El tejido adiposo se deriva de los
preadipocitos. Su funcién principal es almacenar energia en forma de lipidos, aunque también protege y aisla el
cuerpo. En los ultimos afios, el tejido adiposo ha sido reconocido como un importante érgano endocrino que produce
hormonas tales como la leptina, el estrégeno, la resistina y la citocina TNFa. El tejido adiposo puede afectar a otros
sistemas de 6rganos del cuerpo y puede provocar enfermedades. La obesidad o el sobrepeso en los seres humanos
y en la mayoria de los animales depende de la cantidad de grasa corporal (tejido adiposo). Hay dos tipos de tejido
adiposo, el tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo marrén (TAM).

La reduccién del tejido adiposo del organismo también es un problema cosmético. Por ejemplo, existen muchas
composiciones cosmeéticas con el objetivo de reducir las reservas de grasa en zonas especificas del cuerpo (muslos,
caderas y abdomen). Como ejemplo, el documento de patente EP1541127B1 desvela el uso de moduladores de la
acuagliceroporina adiposa (AQPap) en composiciones cosméticas como agentes adelgazantes. Los moduladores se
seleccionan entre extractos de coca en polvo, sapogeninas y licopeno en nanocapsulas que estimulan la actividad
de AQPap, y compuestos que potencian la sintesis de AQPap, tales como la aesina, complejos de fosfolipidos y
retinoides. La composicion también puede comprender agentes adelgazantes lipoliticos e/o inhibidores de la
lipogénesis e/o inhibidores de la diferenciacion de adipocitos. El agente lipolitico puede ser un inhibidor de la
fosfodiesterasa, un inhibidor de los receptores de LDL o VLDL, péptidos lipoliticos y proteinas lipoliticas.

La esteatosis hepatica, también conocida como higado graso o enfermedad del higado graso (EHG), es una
afeccion en la que se acumulan grandes vacuolas de triglicéridos en las células del higado a través del proceso de
esteatosis (es decir, la retencion anormal de lipidos dentro de una célula). A pesar de tener mdltiples causas, el
higado graso puede considerarse una enfermedad Unica que se presenta a nivel mundial en las personas que
consumen alcohol en exceso y en las personas obesas (con o sin efectos de la resistencia a la insulina). Entre estas
causas, la esteatosis hepatica estq asociada con el alcohol o el sindrome metabdlico (diabetes, hipertension,
obesidad y dislipidemia), pero también puede deberse a cualquiera de muchas causas. En cuanto al diagnéstico, la
mayoria de los individuos son asintoméaticos y, en general, se descubren por casualidad debido a pruebas de funcién
hepatica andmalas o a la hepatomegalia observada en afecciones médicas no relacionadas. Las enzimas hepaticas
elevadas se encuentran en el 50 % de los pacientes con esteatosis simple. En general, el nivel de alanina
transaminasa en suero es superior al nivel de aspartato transaminasa en la variante no alcohdlica y el opuesto en la
EHG alcohdlica (AST:ALT mas de 2:1). En la actualidad, el tratamiento del higado graso depende de su causa y, en
general, el tratamiento de la causa subyacente revertird el proceso de esteatosis si se implementa en una etapa
temprana.

Entre los documentos que conducen a la reduccién del peso corporal cabe mencionar la Presentacion previa al
documento "Desarrollo de un Nuevo modelo de raton que expresa la SHBG humana”, 2 de enero de 2013, pagina 1
(URL: http://www.youtube.com/eatch?v=g-RAP2FCj4o&feature=player_emdedded y las diapositivas
correspondientes que se pueden descargar en URP: http://www.slideshare.net/VVHIR/desarrollo-de un-nuevo-modelo-
de ratn-que-expresa-la-shbg-humana-implicaciones-en-la-obesidad-distribucin-de-la-grasa-corporal-y-diabetes-del-
tipo-2. Estas presentaciones desvelan que la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) reduce el peso
corporal y la inflamacién en ratones y que podria ser util para desarrollar una terapia basada en la modulacion de la
SHBG para mantener esta SHBG a niveles altos.

También la publicacion PCT W02010/057135 (Universidad de California) desvela un polipéptido SHBG o un
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fragmento del mismo para el tratamiento y/o la prevencion de la diabetes.

El documento EP2143430 (Kowa Co) desvela el tratamiento médico de la esteatosis hepatica con compuestos de
poliprenilo, en particular, con un acido poliprenilcarboxilico. Estos compuestos redujeron las cantidades de lipidos en
el higado y mejoraron la funcién hepatica.

El documento de Peter et al., "Relationships of Circulating Sex Hormone-Binding Globulin With Metabolic Traits in
Humans", Diabetes-2010, vol. n.° 59(2), pag.: 3167-3173, desvela posibles mecanismos mediante los que altos
niveles de SHBG circulante pueden prevenir el desarrollo de la diabetes. El documento concluye que un alto nivel de
grasa hepatica se asocia mas fuertemente con la SHBG baja circulante. Los posibles mecanismos mediante los que
la alta SHBG circulante evita el desarrollo de la diabetes de tipo 2 incluyen la regulacién de la glucemia en ayunas,
pero no la alteracion de la funcion secretora de la insulina.

Por lo tanto, debido a la alta frecuencia de algunas de las enfermedades mencionadas anteriormente, y de los
enfoques terapéuticos no resolutivos en absoluto para las mismas, cabe destacar la necesidad de muchos enfoques
de tratamiento adicionales para enfrentarse a todas aquellas enfermedades en las que se produzca una acumulacion
andmala de la grasa en algunos tejidos de animales.

Sumario de lainvencion

Los inventores han encontrado que la proteina globulina fijadora de hormonas sexuales en mamiferos redujo el
contenido de lipidos en células de mamiferos, principalmente debido a su papel como agente lipolitico, asi como de
inhibidor de la via de la lipogénesis.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion se refiere a la globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o a
cualquier fragmento de la misma para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de la esteatosis hepatica en
mamiferos, en la que el fragmento: (a) comprende de 10 a 200 aminoacidos de una secuencia que tiene un
porcentaje de homologia o identidad de al menos el 80 % con respecto a cualquiera de las secuencias SEQ ID NO:
1 a5; y (b) mantiene la funcidn de reduccion del contenido de lipidos en una célula animal como la globulina fijadora
de hormonas sexuales de mamifero entera.

La globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) o la globulina fijadora de esteroides sexuales (SSBG) es una
glicoproteina plasmatica dimérica con una masa molecular de aproximadamente 90 kDa (dos subunidades). Esta
glicoproteina se une a las hormonas sexuales, para ser especificos, a los andrégenos y a los estrégenos. Otras
hormonas esteroideas tales como la progesterona, el cortisol y otros corticosteroides son unidos por la transcortina.
En los seres humanos, la SHBG es producida principalmente por el higado, y se libera en el torrente sanguineo.
Otros sitios que producen SHBG incluyen el cerebro, el Utero, los testiculos y la placenta. La SHBG producida por
los testiculos se denomina proteina de unién al andrégeno. El gen para SHBG se encuentra en el cromosoma 17.

En los seres humanos, la SHBG se expresa como 5 isoformas diferentes debido al corte y empalme alternativo. Una
isoforma proteica es una forma alternativa o expresion de la misma proteina en un organismo, derivada de diferentes
genes o de un gen Unico mediante corte y empalme alternativo. El nimero de acceso de estas cinco isoformas
humanas corresponde a los nimeros de la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot (accesible desde NCBI): UniProt
P04278-1 para la isoforma 1 (SEQ ID NO: 1); UniProt P04278-2 para la isoforma 2 (SEQ ID NO: 2); UniProt P04278-
3 para la isoforma 3 (SEQ ID NO: 3); UniProtP04278-4 para la isoforma 4 (SEQ ID NO: 4); y UniProtP04278-5 para
la isoforma 5 (SEQ ID NO: 5), todas del 1 de abril de 1990, Versién 2. La secuencia candnica es la de la isoforma 1,
que contiene 402 aminodcidos. Toda la informacién posicional de las otras isoformas se refiere a la misma. La
isoforma 1 y la isoforma 2 estan principalmente presentes en el higado y en los testiculos. La proteina puede
contener modificaciones posteriores a la traduccion, tales como restos lapidados y glicosilaciones (O-Glicosilacion y
N-Glicosilaciones). La transcripcion de nucledtidos a partir de la que tiene lugar el corte y empalme alternativo
corresponde a varias secuencias identificadas en la base de datos del NCBI con el Numero de Acceso NM_001040,
del 12 de mayo de 2013, Version 3; o X05403, del 21 de marzo de 1995, Version 1.

La SHBG esta presente en todos los mamiferos. En ratones, la proteina tiene 403 aminoéacidos (SEQ ID NO: 6) y
solo hay una isoforma que se sigue modificando (glicosilacion, enlaces disulfuro) tras la traduccion. El numero de
acceso de la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot es P97497 del 1 de mayo de 1997, Version 1. La transcripcion de
nucleétidos correspondiente de la que deriva la proteina es la entrada de la base de datos NCBI con el Nimero de
Acceso NM_011367, 18 de abril de 2013, Version 2.

Como se expuso anteriormente, en los seres humanos, la proteina globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG)
se expresa en el higado. La expresién esta bajo el control de hormonas y factores nutricionales. El higado humano
secreta SHBG en la sangre, donde se une a los andrdgenos y estrogenos con una alta afinidad, regulando su
biodisponibilidad. El indice de masa corporal es un importante determinante de las concentraciones de SHBG en la
sangre de los varones y de las mujeres. Los niveles bajos de SHBG en suero en individuos con sobrepeso son un
biomarcador para el sindrome metabdlico, y son predictivos de la diabetes de tipo 2 y del riesgo de enfermedad
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cardiovascular. Los ejemplos del uso de SHBG como biomarcador se pueden encontrar en el documento de Sutton-
Tyrrell et al., "Sex-hormone-binding Globulin and the free androgen index are related to cardiovascular risk factors in
multiethnic premenopausal and perimenopausal women enrolled in the Study of Women Across the Nation (SWAN)",
Circulation - 2005, Vol. n.° 111, pag.:1242-1249. Otro documento que indica a la SHBG como biomarcador es el de
Kalme et al., "Sex hormone-binding globulin and insulin-like growth factor-binding protein-1 as indicators of metabolic
syndrome, cardiovascular risk, and mortality in elderly men", J. Clin. Endocrinol. Metab-2004, Vol. n.° 90, pag.:1550-
1556. Ademas, las mediciones de SHBG se usan en bases clinicas para determinar las cantidades de estradiol y
testosterona libres, y para detectar trastornos metabolicos y otras enfermedades.

Otro documento que indica a la SHBG como marcador del riesgo de una enfermedad es el de Stefan et al., "Sex-
HormoneBinding Globulin and Risk of Type 2 Diabetes", The New England Journal of Medicine - 2009, 361, pag.
2675-2678. En dicho documento también se describe la relacién entre los niveles de SHBG y la grasa hepatica en
los seres humanos. Aunque se postula que las condiciones que provocan el higado graso pueden ser dianas ldgicas
cuando se pretenden aumentar los niveles de globulina fijadora de hormonas sexuales en los seres humanos, no se
proporcionan datos.

No se sabe mucho acerca de las vias mecanicas implicadas en los procesos que incluyen la SHBG. No obstante,
hay evidencias reales de que la fructosa o la glucosa pueden suprimir la expresion de SHBG en los hepatocitos.
Estos datos se pueden obtener de Selva et al., "Monosaccharide-induced lipogenesis regulates the human hepatic
sex hormonebinding globulin gene", The Journal of Clinical Investigation - 2007, Vol. n.°. 117 (12), pag: 3979-3987.
En dicho documento, Selva et al. mostraron que la supresion de los niveles de SHBG se debian a la reduccion de los
niveles hepaticos del factor nuclear de los hepatocitos 4a (HNF-4a) debido a la lipogénesis inducida por
monosacaridos.

En ninguno de los documentos desvelados anteriormente, la SHBG ha demostrado ser eficaz como agente
terapéutico o como agente profilactico de la esteatosis hepatica. Por lo tanto, la presente invencién representa la
primera vez que se desvelan estos efectos de la SHBG, y debido a la extension del efecto terapéutico, y de los datos
concluyentes, debe considerarse una contribucion real a la técnica.

Otro aspecto de la invencién es el uso de una cantidad cosméticamente eficaz de globulina fijadora de hormonas
sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma, para reducir la grasa subcutdnea herniada o acumulada
dentro del tejido conjuntivo fibroso de debajo de la piel, en la que el fragmento: (a) comprende de 10 a 200
aminoacidos de una secuencia que tiene un porcentaje de homologia o identidad de al menos el 80 % con respecto
a cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 1 a 5; y (b) mantiene la funcion de reduccién del contenido de lipidos en
una célula animal como la globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero entera.

Este aspecto de la invencidn engloba la aplicacion cosmética de aquellas cantidades eficaces de SHBG de mamifero
ylo cualquier fragmento de la misma como los expuestos anteriormente en mamiferos, incluyendo los humanos
(varones y mujeres), que son mamiferos sanos y que tienen acumulacion de grasa en la zona subcutédnea. En estos
mamiferos, la SHBG se puede aplicar solo con fines estéticos para mejorar el aspecto corporal con dosis
generalmente mas bajas que las cantidades terapéuticamente eficaces empleadas cuando la SHBG se usa como un
medicamento en el tratamiento y/o en la prevencion de la esteatosis hepatica en mamiferos.

Otro aspecto mas de la invencidn es el uso de SHBG y/o cualquier fragmento de la misma como agente reductor de
lipidos en una muestra aislada que comprende células de mamifero, en la que el fragmento: (a) comprende de 10 a
200 aminoé&cidos de una secuencia que tiene un porcentaje de homologia o identidad de al menos el 80 % con
respecto a cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 1 a 5; y (b) mantiene la funcion de reduccién del contenido de
lipidos en una célula animal como la globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero entera. Este aspecto
tiene por objeto el uso de la SHBG de mamifero y/o de cualquier fragmento de la misma como los expuestos
anteriormente como reactivo en ensayos bioguimicos en los que se usan células de mamifero aisladas para estudiar
procesos celulares mecanicistas, vias metabdlicas o para ensayar sustancias en métodos de deteccion.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un diagrama de barras que muestra, en el eje Y, la concentracion de glicerol (Gli) (uM), para cada
muestra analizada (M) del eje X en células HepG2. Iso significa isoproterenol; C es el control; SHBG es la
globulina fijadora de hormonas sexuales y la concentracién (nM) entre paréntesis es la concentracion final en el
cultivo celular.

La FIG. 2 también muestra un diagrama de barras para el ensayo de lipélisis como en la FIG. 1, pero realizado
en adipocitos.

La FIG. 3 es un grafico que muestra el peso corporal (P en gramos (g)) en ratones (n = 5) a lo largo del tiempo (t
en semanas) para cada genotipo ensayado: ratones magros db/+ (cuadrado negro) y ratones magros shbg-db/+
(triangulo negro); ratones obesos shbg-db/db (triangulo blanco) y ratones obesos db/db (cuadrado blanco).
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La FIG. 4 es un diagrama de barras con el Peso del TAV (TAV = Tejido Adiposo Visceral) en gramos (g) en el eje
Y determinado en cada muestra (M en el eje X) o genotipo ensayado: ratones diabéticos obesos (db/db), ratones
diabéticos obesos que expresan SHBG humana (shbg-db/db), ratones magros db/+ y ratones magros shbg-db/+.

La FIG. 5 muestra el area de los adipocitos (AA en pmz) determinada para cada genotipo o tipo de muestra (M)
como en la FIG. 4. El area de los adipocitos se mide usando el programa ImageJ (imagej.softonic.com), que es
un software de dominio publico para el procesamiento de imagenes digitales, programado en Java y desarrollado
por el Instituto Nacional de Salud (NIH).

La FIG. 6 expone, en el eje Y, el peso del higado (PH en gramos (g)) (n = 3) de cada genotipo o muestra (M)
diferente (magros: db/+ y shbg-db/+; obesos: db/db y shbg-db/db) sacrificados a las 6 semanas.

La FIG. 7 muestra imagenes de microscopio (Olympus-BX61) de una seccién de parafina incubada ademas con
anticuerpos de conejo contra F4/80 (marcador de macréfagos) de los cuatro genotipos estudiados (db/+, shbg-
db/+, db/db, shbg-db/db).

En la FIG. 8, los paneles A y B muestran diagramas de barras que indican (eje Y) los niveles de ARNm de acetil-
CoA carboxilasa (ACCa (unidades arbitrarias relativas a los niveles de ARNm 18S) (panel A) y &cido graso
sintasa (FAS) (unidades arbitrarias relativas a los niveles de ARNm 18S) (panel B) para cada tipo de muestra (M;
genotipo ensayado en el eje X).

La FIG. 9 representa el analisis de proteinas de muestras de higados de raton (M) de cada genotipo. El panel A
muestra los niveles de proteina de ACCa y el panel B, los niveles de proteina de FAS. PPIA (control) es
Peptidilprolilisomerasa A. db/+, shbg-db/+, db/db y shbg-db/db tienen el mismo significado que se ha indicado
anteriormente.

La FIG. 10 representa imagenes de microscopio (Olympus-BX61) de higado (H) y tejido de adipocitos (A) de dos
genotipos analizados (db/db y shbg-db/db). Las imagenes superiores muestran los resultados en ratones db/db.
Las imégenes inferiores muestran los resultados en ratones shbg-db/db. Las imagenes muestran el marcaje
inmunohistoquimico contra F4/80 (marcador de macro6fagos).

La FIG. 11 muestra, en las barras del eje Y, los niveles de ARNm (ARNm) de TNF-a (panel A), de IL-1B (panel
B), de IL6 (panel C) y de Adiponectina (panel D), entre ratones transgénicos db/db y shbg-db/db (indicados en el
eje X como tipos de muestra o M).

La FIG. 12 es un gréafico que muestra, en el eje Y, los niveles en plasma (niveles relativos con respecto a los
niveles de SHBG en plasma de cada ratén a las 4 semanas de vida) de SHBG (pSHBG) medidos en ratones
magros shbg-db/+ y obesos shbg-db/db hasta las 8 semanas de vida. El eje X muestra el tiempo (t) en semanas.
Los datos de los ratones magros shbg-db/+ se indican en marcas de cuadrado negro. Los datos de los ratones
obesos shbg-db/db se indican en marcas de cuadrados blancos.

La FIG. 13 muestra en barras (eje Y) los niveles de ARNm de SHBG (unidades arbitrarias relativas a los niveles
de ARNm 18S) en el higado de los ratones magros shbg-db/+ y obesos shbg-db/db a las 6 semanas de vida.
Cada genotipo se indica en el eje X (Muestra, M) debajo de las barras de resultados correspondientes.

La FIG. 14 es otro diagrama de barras con los niveles de ARNm (unidades arbitrarias relativas a los niveles de
ARNm 18S) de HNF-4a (panel A) y PPARYy (panel B) en el eje Y. Los genotipos ensayados (M) en el eje X bajo la
barra correspondiente son los mismos que en la FIG. 13.

La FIG. 15 es una imagen de transferencia Western que muestra los niveles de proteinas HNF-4a y PPARYy en
los ratones obesos shbg-db/db y magros shbg-db/+. PPIA (control) es Peptidilprolilisomerasa A.

La FIG. 16 es un gel de acrilamida que muestra los productos de PCR de un ensayo de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) en el que se usan oligonucleétidos especificos para el promotor de SHBG humano. Como se
muestra en la FIG. 16, se han usado anticuerpos contra HNF-4a y PPARYy. Se han usado IgG de cabra y conejo
(g l1gG y r IgG) como control. La entrada es la cantidad inicial de ADN usada al comienzo del ensayo. Esta FIG.
16 muestra la cantidad de proteina HNF-4a Y PPARYy unida al promotor de SHBG humano en el higado de
ratones shbg-db/+ y shbg-db/db.

La FIG. 17 muestra los niveles de ARNm de SHBG (en unidades arbitrarias, U.A.) aislados de biopsias de higado
humano, en relacion con el indice de masa corporal (IMC) (panel A), el contenido total de triglicéridos (TG) por
gramo de tejido (TG total/g de tejido) (panel B), los niveles de ARNm de HNF-4a (en U.A.) (panel C), los niveles
de ARNm de PPARy2 (U.A.) (panel D) y los niveles de ARNm de ACC (en U.A.) (panel E).

La FIG. 18, en relacién con el Ejemplo 5, muestra, en el Panel A, el examen histolégico con H y E del higado en
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ratones de tipo silvestre (WT; ratones C57BL/6) y ratones transgénicos para SHBG humana (shbg). En el panel
B, contenido total de triglicéridos hepaticos (TG) por gramo de tejido (nmol/g de tejido) en ratones de tipo
silvestre y transgénicos para SHBG humana. El panel C muestra los niveles de ARNm de ACC y FAS (en U.A)),
determinados en relacién con el ARNm 18S en ratones de tipo silvestre (WT) y transgénicos para SHBG humana
(shbg). El panel D es una imagen de transferencia Western que muestra los niveles de proteina ACC y FAS en
ratones obesos transgénicos para SHBG humana (shbg) y ratones WT.

La FIG. 19, en relaciéon con el Ejemplo 6, muestra el efecto de una dieta grasa en ratones de tipo silvestre (WT,
ratones C57BL/6) y ratones transgénicos para SHBG humana (shbg). La FIG. 19 (A) muestra, en el eje Y, el
peso creciente (Peso (P) en gramos (g)) a lo largo de las semanas en el eje X (Tiempo (t) en semanas). La FIG.
19 (B) representa el tejido adiposo visceral (TAV en gramos (g)) en ambos tipos de animales y después de
12 semanas de dieta grasa.

La FIG. 20, en relacion con el Ejemplo 7, muestra varios datos recuperados de un ensayo en células HepG2, en
el que SHGB se ha sobrexpresado (pCMV-SHGB), o se ha suprimido la expresion (ShSHBG). Los controles de
cada uno de los ensayos fueron, respectivamente, el vector sin el fragmento que codifica el SHBG (pCMV) y el
shvector con oligo desordenado (shControl). Las FIG. 20 (a) a (c) muestran, respectivamente, en el eje Y, los
niveles de ARNm de SHBG y la concentraciéon de proteina, y los niveles de ARNm de ACC determinados en
células HepG2 con vector de control (pCMV) y con un vector que expresa SHBG (pCMV-SHBG). Las FIG. 20 (d)
a (f) muestran, respectivamente, en el eje Y, los niveles de ARNm de SHBG y la concentracién de proteina, y los
niveles de ARNm de ACC determinados en células HepG2 con oligo desordenado de shvector (shControl) y con
una molécula pequefia de ARN en horquilla que bloquea/inactiva la expresion de SHBG (shSHBG).

Descripcion detallada de la invencién
Se incluyen las siguientes definiciones para facilitar la comprension de la invencion.

La expresion "para reducir el contenido de lipidos en células de mamifero" o, lo que es lo mismo, "para reducir la
acumulacién de lipidos en células de mamiferos" debe entenderse como el hecho de reducir el contenido total de
lipidos en una célula de mamifero con respecto al contenido inicial antes de la administracién de la SHBG. "Lipido
total" incluye el contenido de triglicéridos dispuestos, en general, en vesiculas o granulos en el citoplasma de la
célula, e incluye también los triglicéridos dispuestos en la cara interna de la membrana celular externa.

Por "globulina fijadora de hormonas sexuales" debe entenderse cualquier secuencia de aminoacidos que comprende
la secuencia completa de la globulina fijadora de hormonas sexuales de un mamifero, asi como cualquier
modificacién posterior a la traduccién (es decir, glicosilacion, enlaces disulfuro, lipidaciones). En el caso particular de
la globulina fijadora de hormonas sexuales humana también se incluye cualquiera de las isoformas completas 1 a 5
de la proteina, asi como cualquier secuencia de amino&cidos con un porcentaje de homologia de al menos el 80 %,
preferentemente el 90 % y lo mas preferentemente el 95 %, con cualquiera de las isoformas humanas de tipo
silvestre. También se contemple cualquier secuencia de aminoacidos con un porcentaje de identidad de al menos el
80 %, preferentemente el 90 % y lo mas preferentemente el 95 % con cualquiera de las isoformas humanas de tipo
silvestre.

El "porcentaje de homologia" entre dos secuencias de aminoacidos debe entenderse como el porcentaje de
posiciones en la secuencia que son idénticas o que estdn reemplazadas por otros aminoacidos con cadenas
laterales de caracteristicas similares (es decir, polares, no polares, con grupos amino, con grupos -SH), de acuerdo
con las clasificaciones ampliamente aceptadas conocidas por un experto en el campo. El "porcentaje de identidad"
entre dos secuencias de aminoacidos debe entenderse como el porcentaje de posiciones de la secuencia con
aminoacidos idénticos. El porcentaje de homologia y de identidad entre secuencias se puede calcular mediante la
"alineacion de secuencias". La alineacion de secuencias puede ser local o global. En el sentido de la presente
invencion, el porcentaje de homologia y de identidad se calculara, preferentemente, sobre una alineacion global,
entre la secuencia completa o un fragmento activo completo de la secuencia. Las alineaciones globales son mas
Utiles cuando las secuencias son similares y tienen aproximadamente el mismo tamafo (largo). Hay varios
algoritmos disponibles en el estado de la técnica para realizar estas alineaciones globales. También hay
herramientas bioinformaticas que usan dichos algoritmos para obtener el porcentaje de identidad y homologia entre
secuencias. Como ejemplo, la alineacion global entre secuencias puede realizarse por medio del conocido software
GGSEARCH 0 GLSEARCH.

Por "cualquier fragmento de la globulina fijadora de hormonas sexuales" se incluye una subunidad de la SHBG, asi
como una secuencia de aminoacidos que comprende de 10 a 200 aminoacidos aislados de la secuencia de
aminoacidos completa de la globulina fijadora de hormonas sexuales de tipo silvestre, o aislados de una secuencia
de aminoécidos con al menos un porcentaje de homologia o identidad de al menos el 80 %, preferentemente el 90 %
y lo mas preferentemente el 95 %, con cualquiera de las cinco isoformas humanas de tipo silvestre. El fragmento
aislado de la proteina completa mantiene la funcién de reducir el contenido de lipidos en una célula animal, como la
globulina fijadora de hormonas sexuales. Una forma de ensayar si el fragmento mantiene la funcién se puede
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realizar in vitro, mediante la adicién del fragmento de SHBG a diferentes concentraciones finales de cultivo celular
(2,5nM, 10nM y 50 nM) en un cultivo de células de hepatoblastoma HepG2 (catalogo n.° HB-8065; ATCC)
mantenido en DMEM complementado con FBS al 10 % y antibidticos. Para los experimentos, se cultivan células
HepG2 hasta el 60 %-80 % de confluencia, se lavan y se incuban con un tampén de ensayo de lipélisis (Zenbio) que
contiene vehiculo (control - C), isoproterenol (control positivo - ISO, 3 uM). Tras 16 horas de incubacion, se recoge el
medio y se evalla la concentraciéon de glicerol usando, por ejemplo, un kit de deteccion de glicerol (Zenbio). Si se
detecta glicerol a una concentracion superior al control, se debe deducir que el fragmento de la SHBG mantiene la
funcién como agente de reduccion de lipidos en las células animales.

Un "agente lipolitico" es un compuesto que induce la lipdlisis, que es la descomposicion enzimatica de los
triglicéridos en glicerol y acidos grasos. Los ejemplos de agentes lipoliticos conocidos incluyen epinefrina,
norepinefrina, ghrelina, hormona del crecimiento y cortisol.

Un "inhibidor de la lipogénesis" es un compuesto que evita la formacién de triglicéridos a partir de la condensacién
enzimatica de glicerol y acidos grasos. Los ejemplos de inhibidores conocidos de la lipogénesis incluyen cerulenina.

La expresion "farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos,
materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que son, dentro del alcance del buen criterio médico,
adecuados para su uso en contacto con los tejidos de un sujeto (por ejemplo, un ser humano) sin toxicidad excesiva,
irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacion, acordes con una relacion beneficio/riesgo razonable.
Cada vehiculo, excipiente, etc., también debe ser "aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes de la formulacién. Los vehiculos, excipientes, etc. adecuados se pueden encontrar en textos
farmacéuticos convencionales, e incluyen, como ejemplo, conservantes, aglutinantes, humectantes, emolientes y
antioxidantes.

La expresion "cantidad eficaz”, como se usa en el presente documento, significa una cantidad de un agente activo lo
suficientemente alta como para brindar el beneficio deseado (ya sea el tratamiento o la prevencion de la
enfermedad), pero lo suficientemente baja para evitar efectos secundarios graves dentro del alcance del criterio
médico.

La expresion "cosméticamente aceptable” o "dermatolégicamente aceptable”, que, en el presente documento, se usa
indistintamente, se refiere a los excipientes o vehiculos adecuados para su uso en contacto con la piel humana sin
provocar toxicidad indebida, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica, entre otras.

La globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma segun lo
definido anteriormente, puede reducir el contenido de lipidos en células de un mamifero con respecto al contenido de
lipidos inicial o el contenido de lipidos (antes de la administracién o adicién de SHBG, o antes de poner las células
en contacto con SHBG). Las células son aquellas que comprenden lipidos (principalmente triglicéridos) en gotitas,
granulos o vesiculas usados como almacenamiento de lipidos por las células.

Por lo tanto, la SHBG de mamifero reduce el contenido de lipidos en células de un mamifero, comprendiendo dichas
células granulos, vesiculas o gotitas del citoplasma que comprenden triglicéridos.

La reduccién del contenido de lipidos en las células animales, es decir, de los triglicéridos en los granulos, vesiculas
0 gotitas del citoplasma de las células, asi como de los triglicéridos ubicados en la cara interna de la membrana
plasmatica externa, conduce a una reduccion de la masa (o cantidad) del tejido adiposo global entre la masa
corporal de un animal, incluyendo un ser humano. El tejido adiposo es el tejido conjuntivo compuesto principalmente
de adipocitos. Al mismo tiempo, la reduccion de los triglicéridos tiene lugar en otros tejidos que participan en el
metabolismo de los lipidos, tales como en el tejido del higado (hepatocitos).

Como se ilustrara por medio de los siguientes ejemplos, la SHBG, y/o un fragmento de la misma segin lo definido
anteriormente, es capaz de regular el metabolismo de los lipidos en las células de un mamifero (es decir, es un
regulador del metabolismo de los lipidos) debido a su funcidn de agente lipolitico y de inhibidor de la lipogénesis.

En una realizacién preferida del primer aspecto, las células de mamifero son hepatocitos.

Los adipocitos, también conocidos como lipocitos y células de grasa, son las células que componen principalmente
el tejido adiposo, especializado en almacenar energia en forma de grasa. Hay dos tipos de tejido adiposo, el tejido
adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo marrén (TAM), que también se conocen como grasa blanca y grasa marrén,
respectivamente, y comprenden dos tipos de células de grasa. Los globulos blancos o las células monovacuolares
contienen una gran gota lipidica rodeada por una capa de citoplasma. El nlcleo es aplanado y se encuentra en la
periferia. Una célula de grasa tipica tiene un didmetro de 0,1 mm, algunas de ellas tienen el doble de ese tamafio y
otras la mitad. La grasa almacenada se encuentra en estado semiliquido y estd compuesta principalmente de
triglicéridos y éster de colesterilo. Si el exceso de peso se gana como adulto, las células de grasa aumentan su
tamafio aproximadamente cuatro veces antes de dividirse y aumentar el nimero absoluto de células de grasa
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presentes. Las células de grasa marron o las células plurivacuolares tienen forma poligonal. A diferencia de las
células de grasa blanca, estas células tienen un citoplasma considerable, con gotitas de lipidos dispersas por todas
partes. El nicleo es redondo y, aunque esta ubicado de manera excéntrica, no se encuentra en la periferia de la
célula. El color marrén procede de la gran cantidad de mitocondrias. La grasa marrén, también conocida como
"grasa infantil", se usa para generar calor. Tras una notable pérdida de peso, el numero de células de grasa no
disminuye (las células contienen menos grasa). Las células de grasa se hinchan o encogen, pero se mantienen
constantes en numero. Sin embargo, el nimero de células de grasa puede aumentar una vez que las células de
grasa existentes estén lo suficientemente llenas. No obstante, en algunos informes y libros de texto, el nimero de
células de grasa (adipocitos) aumentd en la nifiez y la adolescencia. El nUmero total es constante en los adultos
obesos y magros. Las personas que se vuelven obesas cuando son adultas no tienen mas células de grasa que
antes.

Un hepatocito es una célula del tejido principal del higado. Los hepatocitos constituyen el 70-85 % de la masa
citoplasmatica del higado. Estas células participan en la sintesis de proteinas, el almacenamiento de proteinas, la
transformacion de los hidratos de carbono, la sintesis del colesterol, las sales biliares y los fosfolipidos, y en la
desintoxicacion, modificacion y excrecion de sustancias exdgenas y enddgenas. El hepatocito también inicia la
formacion y secrecion de bilis. El higado forma acidos grasos a partir de los hidratos de carbono y sintetiza
triglicéridos a partir de los acidos grasos y del glicerol. Los hepatocitos también sintetizan apoproteinas con las que
luego ensamblan y exportan lipoproteinas (VLDL, HDL). En el metabolismo de los lipidos, el higado recibe muchos
lipidos de la circulacion sistémica y metaboliza restos quilomicrométricos. También sintetiza el colesterol a partir de
acetato y sintetiza ademas las sales biliares.

Debido a su papel de agente lipolitico e inhibidor de la lipogénesis, la SHBG de mamifero y/o cualquier fragmento de
la misma segun lo definido anteriormente, se puede usar para el tratamiento y/o la prevencion de la esteatosis
hepatica en un mamifero. En una realizacién preferida, el mamifero es un ser humano.

Este aspecto de la invencién también puede formularse como el uso de la SHBG de mamifero como se ha definido
anteriormente para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de la esteatosis hepatica
en mamiferos, incluyendo seres humanos. La presente invencion también se refiere a un método de tratamiento y/o
prevencién de la esteatosis hepatica en mamiferos, incluyendo seres humanos, método que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de SHBG, junto con excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Esta esteatosis hepética puede estar asociada a una ingesta excesiva de alcohol, a la obesidad (con o sin efectos de
la resistencia a la insulina) o a la diabetes, la hipertension y la dislipidemia (sindrome metabdlico).

En una realizacion preferida, la SHBG de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma para su uso de acuerdo con
lo desvelado anteriormente es preferentemente SHBG humana.

En otra realizacion, la SHBG es una isoforma de la globulina fijadora de hormonas sexuales humana que comprende
la secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, y mezclas de las mismas que comprenden las dos, tres, cuatro o cinco isoformas.
Estas isoformas pueden incluir fragmentos posteriores a la traduccioén, asi como fragmentos peptidicos (de 10 a 200
aminoacidos) ubicados en los extremos N-terminal y/o C-terminal de cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 5.

Entre las modificaciones posteriores a la traduccién, se incluyen las O-glicosilaciones, N-glicosilaciones o la
lipidacion de la SHBG mediante la adicién de un acido graso (por ejemplo, palmitico o miristico). Con respecto a las
glicosilaciones, debe observarse que cada sujeto tiene al menos una O-glicosilacién, y con frecuencia, dos sitios N-
glicosilados. Incluso algunas personas tienen una SHBG con tres sitios N-glicosilados. Ademas, se sabe que tres
sitios N-glicosilados reducen el aclaramiento de la SHBG. Todas estas modificaciones enumeradas anteriormente
también estan incluidas en la SHBG para su uso de acuerdo con la invencion.

Ademas, estas isoformas de la SHBG humana pueden obtenerse sintéticamente o mediante tecnologia
recombinante (es decir, produccion por tecnologia de ADN recombinante en bacterias y levaduras). Otra fuente de
isoformas de SHBG humana es por extraccion de tejido hepatico o de plasma humano.

En otra realizacion, la SHBG para su uso de acuerdo con la invencion, consiste en una isoforma de la globulina
fijadora de hormonas sexuales humana seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, y mezclas de las mismas que comprenden las dos, tres, cuatro o cinco
isoformas. Estas isoformas pueden incluir las modificaciones posteriores a la traduccion desveladas anteriormente,
asi como cualquiera de los fragmentos peptidicos (de 10 a 200 aminoacidos) ubicados en los extremos N-terminal
y/o C-terminal.

La SHBG y/o un fragmento de la misma segun lo definido anteriormente, para su uso de acuerdo con la invencion,
pueden administrarse externamente (parenteral, oral, topica). Ademas, puede administrarse como una terapia génica
en forma de una construcciéon de &cido nucleico capaz de (vector) llegar a las células hepaticas y expresar la
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proteina bajo induccién. Esta terapia génica puede realizarse mediante el uso de vectores viricos (por ejemplo,
vectores de retrovirus, Los vectores de adenovirus, vectores asociados con adenovirus, vectores de virus de herpes
simple, lentivirus, etc.) que expresan SHBG bajo el control de promotores especificos del higado y/o promotores
constitutivos fuertes (por ejemplo, CMV). La terapia génica también puede realizarse mediante el uso de métodos no
viricos de transferencia de ADN, tal como ADN desnudo, liposomas o conjugados moleculares. Cuando se emplea la
terapia génica, y en el caso particular de la SHBG humana, se puede administrar una construccion génica que
genere las cinco isoformas mediante el corte y empalme alternativo, o que solo genere una de ellas o algunas de
ellas.

Por lo tanto, en una realizacién de la invencion, la SHBG, y/o cualquier fragmento de la misma segun lo definido
anteriormente, pueden administrarse convenientemente a un paciente.

Con este fin, la SHBG y/o cualquier fragmento de la misma segun lo definido anteriormente para su uso de acuerdo
con la invencién es, en una realizacion particular, un ingrediente de una composiciéon farmacéutica que comprende
una cantidad eficaz de la SHBG y/o cualquier fragmento de la misma, en combinacion con excipientes y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Por lo tanto, a SHBG y/o cualquier fragmento de la misma para el uso de la presente
invencion pueden estar en forma de una composicion farmacéutica que comprenda una cantidad eficaz de SHBG y/o
cualquier fragmento de la misma en combinacién con excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables. Este
aspecto también puede formularse en forma de una composicion farmacéutica que comprenda una cantidad eficaz
de SHBG y/o cualquier fragmento de la misma, en combinacion con excipientes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de la esteatosis hepética en un mamifero, incluyendo un
ser humano. Esto significa que la SHBG, y/o cualquier fragmento de la misma, se usa para preparar una
composicion farmacéutica para el tratamiento y/o la prevencién de la esteatosis hepéatica en un mamifero. Esto
también puede formularse como un método de tratamiento y/o prevencion de la esteatosis hepatica en mamiferos,
incluyendo seres humanos, el método que comprende administrar una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de la SHBG, junto con excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

En una realizacion preferida, la SHBG y/o cualquier fragmento de la misma para su uso de acuerdo con la invencion
es un ingrediente de (o forma parte de) una composicién farmacéutica para la administracién parenteral. Por lo tanto,
la composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencién es una composicion parenteral.

En otra realizacion, la composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencion y que comprende la SHBG
y/o cualquier fragmento de la misma segun lo definido anteriormente es una composicion para la administracion oral.

La invencién también engloba el uso de una cantidad cosméticamente eficaz de globulina fijadora de hormonas
sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma, para mejorar el aspecto corporal de un mamifero con
grasa subcutanea herniada o acumulada dentro del tejido conjuntivo fibroso por debajo de la piel, en la que el
fragmento: (a) comprende de 10 a 200 aminoécidos de una secuencia que tiene un porcentaje de homologia o
identidad de al menos el 80 % con respecto a cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 1 a 5; y (b) mantiene la
funcién de reduccion del contenido de lipidos en una célula animal como la globulina fijadora de hormonas sexuales
de mamifero entera. Este aspecto también se puede formular como un método cosmético para mejorar el aspecto
corporal de un mamifero con grasa subcutanea herniada o acumulada dentro del tejido conjuntivo fibroso de debajo
de la piel que comprende administrar una cantidad cosméticamente eficaz de SHBG y/o cualquier fragmento de la
misma, junto con excipientes o vehiculos cosméticos.

La grasa subcutdnea se encuentra justo debajo de la piel, a diferencia de la grasa visceral, que se encuentra en la
cavidad peritoneal. La grasa subcutdnea se puede medir usando calibradores de grasa corporal que proporcionan
una estimacion aproximada de la adiposidad corporal total. Esta grasa ayuda en el proceso de la homeostasis,
formando una capa de aislamiento para reducir la pérdida de calor.

El tejido conjuntivo fibroso es la fraccion que contiene células fibroblasticas y componentes de la matriz extracelular
de la hipodermis (o tejido conjuntivo). Todo el tejido conjuntivo también comprende células adiposas y macrofagos.

La hipodermis se usa principalmente para el almacenamiento de grasa.
Por lo tanto, en una realizacion particular, el uso cosmético es para un mamifero con celulitis.

En otra realizacion, la cantidad cosméticamente eficaz de SHBG y/o cualquier fragmento de la misma, segun lo
definido anteriormente, es un ingrediente de una composicién topica cosmética en combinacion con excipientes y/o
vehiculos cosméticamente aceptables. Por lo tanto, la SHBG de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma para
mejorar el aspecto corporal de un mamifero con grasa subcutanea puede estar en forma de una composicion
cosmética tépica que comprenda una cantidad cosméticamente eficaz de SHBG y/o cualquier fragmento de la
misma, en combinacidn con excipientes y/o vehiculos cosméticamente aceptables.
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Este aspecto también puede formularse como el uso de una composicion cosmética tépica que comprende una
cantidad eficaz de SHBG de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma, en combinacién con excipientes o
vehiculos cosméticamente aceptables para mejorar el aspecto corporal de un mamifero con grasa subcutanea
herniada o acumulada dentro del tejido conjuntivo fibroso por debajo de la piel.

En particular, el efecto cosmético de la SHBG de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma deriva de un agente
lipolitico, asi como un inhibidor de la lipogénesis en células de animales (mamifero). Por lo tanto, la administracion
tépica de la SHBG de mamifero y/o un fragmento de la misma conduce a la reduccion de la grasa subcutanea
herniada o acumulada dentro del tejido conjuntivo fibroso, o lo que es lo mismo, reduce la celulitis manifestada
topograficamente como hoyuelos y nodularidad cutaneos, a menudo en la region pélvica (especificamente en las
nalgas), extremidades inferiores y abdomen en las mujeres. En varones, que también comprenden grasa subcutanea
atrapada dentro del tejido conjuntivo fibroso, la SHBG de mamifero y/o un fragmento de la misma actiia como el
denominado agente cosméticamente reductor.

En una realizacion preferida, la composicion cosmética se administra por via tépica en las zonas deseadas del
cuerpo. Las composiciones tépicas de la invenciéon se pueden formular en varias formas que incluyen, pero sin
limitacion, soluciones, aerosoles y pulverizados sin aerosol, cremas de afeitar, polvos, mousses, lociones, geles,
barras, pomadas, pastas, cremas, champus, gel de ducha, geles de bafio o geles faciales.

En otra realizacion mas, la SHBG de mamifero usada en una cantidad cosméticamente eficaz es preferentemente
una SHBG de mamifero. En una realizacién preferida, la SHBG de mamifero es una isoforma de la SHBG humana
que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, y mezclas de las mismas que comprenden las dos, tres, cuatro o cinco
isoformas. Estas isoformas pueden incluir las modificaciones posteriores a la traduccion desveladas anteriormente,
asi como cualquiera de los fragmentos peptidicos (de 10 a 200 aminoacidos) ubicados en los extremos N-terminal
y/o C-terminal.

El uso cosmético de la SHBG de mamifero y/o un fragmento de la misma de acuerdo con la invencién es para la
aplicacion en mamiferos, en particular, en seres humanos, que son sujetos sanos que no tienen necesariamente una
enfermedad. Es decir, pueden ser sujetos sin obesidad, con sobrepeso o0 que no padezcan higado graso. El uso
cosmético es solo para fines estéticos con el objetivo de mejorar el aspecto corporal y no para tratar una
enfermedad. En términos generales, las cantidades cosméticamente eficaces son diferentes a las cantidades
terapéuticamente eficaces, ya que, en un uso cosmético, la SHBG de mamifero y/o el fragmento de la misma solo
tiene que alcanzar la grasa acumulada o conservada a nivel subcuténeo.

De hecho, debido a su papel de agente lipolitico (e inhibidor de la lipogénesis), la SHBG de mamifero y/o un
fragmento de la misma también se pueden usar para reducir los lipidos (masa de tejido adiposo) que se acumulan
en muchas partes del cuerpo del animal. En el caso particular del cuerpo humano, la acumulacién de lipidos (tejido
adiposo con altas cantidades de triglicéridos) tiende a acumularse en las caderas, la cintura, el abdomen y los
muslos. Como se ilustrard en los ejemplos que se presentan a continuacion, la SHBG o un fragmento de la misma
reduce el contenido de triglicéridos en los adipocitos (asi como el tamafio de los adipocitos), lo que conduce a una
reduccion del lipido acumulado por el cuerpo.

Las composiciones de acuerdo con la invencion, que son composiciones farmacéuticas o cosméticas, comprenden
excipientes y/o vehiculos farmacéutica 0 cosméticamente aceptables seleccionados del grupo que consiste en un
disolvente o vehiculo, un agente de viscosidad, un agente hidratante, un agente gelificante, un emoliente, un agente
regulador del pH, un antioxidante, un agente conservante y una mezcla de los mismos.

Por ultimo, cuando la SHBG de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma, segin lo definido anteriormente, es
para su uso como agente reductor de lipidos en una muestra aislada que comprende células de mamifero, las
células preferidas se seleccionan del grupo que consiste en adipocitos y hepatocitos.

A lo largo de la descripcién y de las reivindicaciones, el término "comprende" y las variaciones del término, no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Ademas, el término "comprende"
abarca el caso de “que consiste en”. Objetos adicionales, ventajas y caracteristicas de la invencion resultaran obvias
para los expertos en la materia tras examinar la descripcién o pueden aprenderse mediante la practica de la
invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo ilustrativo, y no pretenden ser limitantes de la
presente invencion. Ademas, la presente invencion cubre todas las combinaciones posibles de realizaciones
particulares y preferidas descritas en el presente documento.

Ejemplos

Los niveles bajos de SHBG en plasma estan asociados con la obesidad, pero no hay estudios que aborden la
cuestion de si la SHBG podria desempefiar un papel activo en el desarrollo de la obesidad. Para aclarar este
problema, los inventores crearon un raton transgénico doble que expresa la SHBG humana y desarrolla obesidad.
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Los siguientes ejemplos ilustran el efecto lipolitico de la SHBG, asi como su papel como inhibidor de la lipogénesis
en células animales. Los experimentos in vitro han demostrado que la SHBG produce lipdlisis en los adipocitos
maduros humanos y en los hepatocitos humanos. Ademas, los experimentos in vivo han demostrado que la SHBG
reduce el peso corporal total, la acumulacion de grasa, la acumulaciéon de lipidos en los hepatocitos (esteatosis
hepatica) y la inflamacién. Por lo tanto, la SHBG puede ser para su uso, en particular, para tratar la esteatosis
hepatica. El medicamento es para reducir las acumulaciones o los contenidos lipidicos con respecto al contenido
inicial en células de mamiferos.

Ejemplo 1. La SHBG causa lipdlisis en los hepatocitos humanos

Experimentos de cultivo celular. Los reactivos de cultivo celular eran de Life Technologies Inc (Invitrogen SA). Se
mantuvieron células de hepatoblastoma HepG2 (catalogo n.° HB-8065; ATCC) en DMEM complementado con suero
bovino fetal (FBS) al 10 % y antibiéticos. Para los experimentos, se cultivaron células HepG2 hasta el 60 %-80 % de
confluencia, las células se lavaron y se incubaron con un tampén de ensayo de lipolisis que contenia vehiculo
(control -C), isoproterenol (control positivo - 1ISO, 3 uM) o SHBG a diferentes concentraciones finales de cultivo
celular (2,5 nM, 10 nM y 50 nM). La SHBG era de proteina humana nativa purificada de sueros humanos sanos
(incluia la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1). Tras 16 h de incubacién, se recogieron los medios y se evalu6
la concentracion de glicerol usando un kit de deteccion de glicerol (Zenbio).

Los datos se representan en la FIG. 1, en la que las barras indican los niveles de glicerol (Gli) para cada muestra
ensayada. El glicerol es una medida directa del nivel de lipdlisis, ya que es el producto obtenido cuando los
triglicéridos se descomponen quimica o enzimaticamente en glicerol y &cidos grasos.

Como se puede ver en esta FIG. 1, los niveles crecientes de SHBG aumentaron la lipdlisis en las células HepG2 (de
una manera dependiente de la dosis). El isoproterenol (Iso) se usa cominmente en este tipo de experimentos como
control positivo, porque se sabe que induce la lipdlisis.

Ejemplo 2. La SHBG produce la lipdlisis en los adipocitos humanos

Se realiz6 un experimento in vitro similar al del Ejemplo 1, pero usando adipocitos maduros humanos de sujetos
obesos en lugar de las células HepG2.

Las células se mantuvieron en DMEM complementado con suero bovino fetal (FBS) al 10 % y antibidticos, se
cultivaron hasta la confluencia, se lavaron y se incubaron con un tampén de ensayo de lipdlisis que contenia
vehiculo (control -C), isoproterenol (control positivo - 1ISO, 3 pM) o SHBG a diferentes concentraciones finales de
cultivo celular (10 nM y 30 nM). La SHBG era de proteina humana nativa purificada de sueros humanos sanos
(incluia la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1). Tras 16 h de incubacién, se recogieron los medios y se evalu6
la concentracion de glicerol usando un kit de deteccion de glicerol (Zenbio).

Los resultados en la FIG. 2 también muestran que las barras correspondientes a las muestras en las que se afiadio
SHBG (10 nM y 30 nM, respectivamente, de la misma fuente que en el Ejemplo 1) eran superiores a las del control
(C, tampodn). Por lo tanto, en las muestras con adipocitos maduros estimulados con SHBG, la concentracion final de
glicerol fue mayor que la observada en los adipocitos maduros no tratados.

En conclusién, y como se puede derivar de los Ejemplos 1 y 2, el tratamiento de las células humanas con SHBG
pudo reducir el contenido de lipidos de los adipocitos y hepatocitos maduros al aumentar la lipdlisis y aumentar la
acumulacién de glicerol en el medio de cultivo celular con respecto a los adipocitos maduros no tratados o a las
células HepG2.

Ejemplo 3. Experimentos in vivo en ratones transgénicos que sobreexpresan el gen shbg humano.

3.1. Generacion de ratones diabéticos obesos transgénicos que sobreexpresan el gen shbg humano.

Dado que los roedores no expresan SHBG en el higado, no se pueden usar todos los modelos de roedores
propensos a la obesidad disponibles para estudiar si la SHBG tiene un papel en el desarrollo y la progresion de la

obesidad.

Para aclarar este problema, los inventores desarrollaron un modelo Unico de ratén que expresa el gen de SHBG
humano y desarrolla obesidad, al cruzar los ratones transgénicos con SHBG humana con los ratones db/db.

Los ratones transgénicos con SHBG humana son los desvelados por Jéanne et al., "Human Sex-Hormone-Binding
Globulin Gen Expression in Transgenic Mice", Molecular Endocrinology - 1998, Vol. n°. 12 (1), pag.: 123-136.

En resumen, estos ratones se obtuvieron mediante microinyeccion en los pronlcleos de un embriéon de ratdn
monocelular, una parte de 4,3 kb de un shbg humano que comprende los 8 exones de la SHBG méas 0,9 kb 5 del
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codon de inicio de la traduccién en el exén 1 y 0,5 kb 3’ de la secuencia de poliadenilacion en el exén 8. Los
embriones unicelulares se obtuvieron superovulando hembras hibridas CBA x C57BL6 con suero de yegua prefiada
y hCG (Sigma Chemical Co. Mississauga, Canada) y apareandolas con machos CBA x C57BL6. Se usaron ratones
hembra CD-1 para producir receptoras pseudoprefiadas al aparearse con machos CD-1 vasectomizados. Se
implantaron los embriones inyectados en los ratones receptoras pseudoprefiadas mediante un protocolo
convencional. Este raton transgénico humano sobrexpresa el gen shbg humano in vivo. de acuerdo con el analisis
de transferencia Northern, las transcripciones de shbg humano son méas abundantes en el higado y el rifién. A nivel
celular, los transgenes shbg humanos se expresan en grupos de hepatocitos ubicados principalmente en la regién
periportal de los I6bulos hepaticos y en las células epiteliales que revisten los tibulos contorneados proximales del
rifién. Esto da lugar a altos niveles de SHBG humana en el suero y la orina de ratones shbg machos maduros.

Los ratones db/db corresponden a la cepa de ratones JAX™: ratones diabéticos db/db (de Charles River;
http://www.criver.com/en-US/Pages/home.aspx). Estos ratones se caracterizan por tener una mutacion puntual en el
receptor de la leptina. En la homocigosis, la falta de sefializacion de leptina en el hipotalamo conducira a hiperfagia
persistente, obesidad, diabetes de tipo 2, dislipemia e higado graso. En estos ratones, la diabetes (db), que se
produjo en una cepa de ratén consanguinea, se hereda como una unidad autosémica recesiva, y se caracteriza por
una alteracion metabdlica similar a la diabetes mellitus en el ser humano. A la deposicién anémala de grasa a las 3 a
4 semanas de vida, le sigue poco después la hiperglucemia, poliuria y glucosuria. Los cambios morfoldgicos que
acompafian a los islotes de Langerhans sugieren neogénesis para compensar el agotamiento de la insulina.

Estas manifestaciones son evidentes a las 4-6 semanas de vida, y la muerte se produce aproximadamente a los 5-8
meses de vida.

La caracterizacion de los ratones SHBG-db/db (también denominados shbg-db/db) permitié descubrir nuevas
acciones de la SHBG, ya que la presencia de SHBG protege parcialmente contra el aumento de peso, y reduce el
higado graso, la acumulacion de grasa y la inflamaciéon, asi como los mecanismos moleculares mediante los que la
SHBG se regula a la baja durante el desarrollo de la obesidad.

Para realizar los ensayos, los ratones se mantuvieron en condiciones convencionales con comida (Global Diet 2018,
Harlan Interfauna Iberica, Barcelona, Espafia) y agua suministrada a voluntad, y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h.
Los procedimientos experimentales fueron aprobados por los Subcomités Institucionales de Uso de Animales del
Instituto de Investigacion del Hospital Vail d'Hebron y la Universitat Autonoma Barcelona.

Los ratones para experimentos en los siguientes ensayos ilustrados fueron de los cuatro siguientes genotipos:

db/+, que significa ratones magros heterocigotos para la mutacion puntual en el receptor de leptina.

db/db, que significa que los ratones eran homocigotos para la mutacién puntual en el receptor de leptina y que se
comportan como un fenotipo de hiperfagia persistente, obesidad, diabetes de tipo 2, dislipemia e higado graso,
ratones shbg-db/+ magros heterocigotos para la mutacion puntual en el receptor de leptina y que expresan el gen
shbg,

shbg-db/db, lo que significa que sobrexpresaban el gen shbg de la manera desvelada anteriormente y que, al
mismo tiempo, tenian el fenotipo de los ratones homocigotos db/db en relacién con la hiperfagia, obesidad,
diabetes de tipo 2, dislipemia y higado graso.

Materiales y métodos para los experimentos in vivo.

Histologia e inmunohistoquimica: para los estudios morfolégicos, se usaron 3 animales de cada genotipo (db/+,
db/db, shbg4-db/+ y shbg4-db/db). Se fijaron los higados y el tejido adiposo en paraformaldehido al 4 % durante
24 h, y se embebieron en parafina. Se usaron secciones de serie de 5 um de espesor para el examen histologico y
se tifieron con hematoxilina-eosina (H y E).

Para los estudios de inmunohistoquimica, se retir6 la cera de las secciones de parafina y se incubaron a alta
potencia en un horno de microondas durante 10 min en tampdn de citrato, pH 6,6. Luego, se enfriaron las secciones
a temperatura ambiente durante 20 min y se trataron con una solucién de peroxido de hidrégeno al 0,03 % durante
7 min, antes de la incubacién (durante una noche a 4°C) con anticuerpos de conejo contra F4/80. El
imnnunorreactivo F4/80 se detectd usando el sistema EnVision TM +, HRP (DAB) de DAKO (Carpinteria, CA).

3.2. La SHBG reduce el aumento de peso, pero no los niveles de glucosa en sangre durante el desarrollo de la
obesidad en ratones transgénicos para shbg humano-db/db.

Se realiz6 un seguimiento de un grupo de ratones macho de los cuatro genotipos (db/+, db/db, shbg-db/+ y shbg-
db/db) n =5 hasta 12 semanas evaluando el peso y la glucosa en sangre cada dos semanas. Se tomaron muestras
de sangre por la vena safena para medir los niveles de SHBG en plasma cada dos semanas. Se sacrifico otro grupo
de ratones macho de cada genotipo (n = 5) a las 6 semanas de edad, y se recogieron sangre y tejidos (higado,
rifién, testiculo, bolsa de grasa) y se pesaron para el aislamiento de ARN y proteinas.
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Se evaluaron el peso corporal y la glucosa en sangre en ratones (n = 5) de cada genotipo diferente (magros: db/+ y
shbg-db/+; obesos: db/db y shbg-db/db) cada dos semanas a partir de las cuatro semanas de vida hasta
12 semanas. Los resultados se muestran en la FIG. 3, en la que se indica el peso de los ratones (P en gramos (g)) a
lo largo del tiempo de medicion (t en semanas). Estos resultados mostraron que los ratones obesos db/db y shbg-
db/db tenian un peso cada vez mayor que sus compafieros de camada magros db/+ (cuadrado negro) y shbg-db/+
(tridngulo negro) desde las 6 semanas de vida hasta la semana 12. Sin embargo, los ratones shbg-db/db (triangulo
blanco) mostraron una reduccién significativa en el peso corporal en comparacién con los ratones db/db (cuadrado
blanco).

3.3. La SHBG reduce el peso del tejido adiposo y el tamafio de los adipocitos en ratones transgénicos shbg humano-
db/db. Analisis de la acumulacion de grasa (TAV).

Se extrajo tejido adiposo visceral de los ratones y se peso en una balanza de precision.

También se determiné el peso del tejido adiposo y la histologia en ratones (n = 3) de cada genotipo diferente
(magros: db/+ y shbg-db/+; obesos: db/db y shbg-db/db) sacrificados a las 6 semanas.

Como se puede deducir de la FIG. 4, que es un diagrama de barras que muestra el tejido adiposo visceral (TAV) en
gramos, determinado en cada genotipo, se observd un aumento significativo en el peso del tejido adiposo de ratones
obesos db/db y shbg-db/db en comparacién con los ratones magros db/+ y shbg-db/+. Sin embargo, de nuevo, los
ratones shbg-db/db habian reducido significativamente el peso del tejido adiposo en comparacion con los ratones
db/db.

El examen histoldgico y la cuantificacion del tejido adiposo de estos ratones revelaron que los ratones obesos db/db
y shbg-db/db tenian un tamafio de los adipocitos mayor en comparacion con los ratones magros db/+ y shbg-db/+.
Sin embargo, los ratones shbg-db/db tenian un tamafio de los adipocitos mas pequefio que los ratones db/db. Este
dltimo examen histolégico se resume en la FIG. 5. Esta figura muestra el area de los adipocitos (um?) determinada
para cada genotipo o tipo de muestra. El area de los adipocitos se mide usando el programa ImageJ
(imagej.softonic.com).

3.4. SHBG reduce el peso del higado y la esteatosis hepética al reducir la lipogénesis hepatica en ratones
transgénicos shbg-db/db.

Se analizé ademas el peso del higado y la histologia en ratones (n = 3) de cada genotipo diferente (magros: db/+y
shbg-db/+; obesos: db/db y shbg-db/db) sacrificados a las 6 semanas, y como se indica anteriormente. Los
resultados, representados en la FIG. 6, mostraron un aumento significativo en el peso del higado de ratones obesos
db/db y shbg-db/db en comparacion con los ratones magros db/+ y shbg-db/+. De manera importante, los ratones
shbg-db/db habian reducido significativamente el peso del higado en comparacién con los ratones db/db. En la Fig.
6, PH (g) significa peso del higado en gramos. El grafico es un diagrama de barras que muestra, para cada tipo de
muestras ensayadas, el peso total del higado (PH) medido una vez sacrificados a las 6 semanas de vida.

El analisis histologico de los higados de estos ratones, ilustrados en la FIG. 7, revel6 que los ratones magros db/+y
shbg-db/+ mostraron una histologia normal, mientras que los obesos db/db y shbg-db/db tuvieron una importante
acumulacién de lipidos en sus hepatocitos. Esto se puede derivar de la FIG. 7, en la que se ilustra una imagen de
microscopio (Olympus-BX61) de una seccion de parafina incubada ademas con anticuerpos de conejo contra F4/80
(marcador de macréfagos) de los cuatro genotipos. La acumulacion de lipidos en las células de ratones obesos
(db/db y shbg-db/db) se puede ver con las zonas claras (blancas) en las células (Olympus-BX61). Sin embargo, y
también de forma derivable de la FIG. 7, los ratones shbg-db/db tenian menos esteatosis hepética que los ratones
db/db (menos zonas blancas - grasa acumulada). De forma interesante, esta mejora en la acumulacion de lipidos en
el hepatocito observada en ratones shbg-db/db se ubicaba predominantemente en las zonas de alrededor de la vena
central de los I6bulos hepaticos.

Se ha descrito previamente que los ratones obesos db/db habian aumentado la lipogénesis en comparacion con los
ratones magros db/+ después del destete. Por lo tanto, se determind si los ratones shbg-db/db tenian lipogénesis
hepética mas baja que los ratones db/db. Para ello, se determinaron los niveles de ARNm y proteina de la acetil-CoA
carboxilasa (ACC) y la acido graso sintasa (FAS), dos enzimas importantes que regulan la lipogénesis hepatica en
los ratones (n = 3) de cada genotipo diferente (magros: db/+ y shbg-db/+; obesos: db/db y shbg-db/db). Los datos de
este analisis se ilustran en las FIG. 8y 9.

La FIG. 8, paneles Ay B, muestran diagramas de barras que indican (eje Y) los niveles de ARNm de ACC (panel A)
y FAS (panel B) para cada tipo de muestra (genotipo ensayado). Para el analisis del ARNm, se extrajo el ARN total
del higado de los ratones y muestras de tejido adiposo usando el reactivo TRIzol (Invitrogen SA). Se realizé la
transcripcion inversa (RT) a 42 °C, durante 50 min usando 3 pg de ARN total y 200 U de Superscript Il junto con un
cebador oligo-dT y reactivos proporcionados por Invitrogen. Se amplificé una parte alicuota del producto de RT en
una reaccion de 25 pl usando SYBR Green (Invitrogen SA) con pares de cebadores de oligonucleétidos apropiados
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correspondientes a ACCa de raton y FAS de raton. Los resultados se analizaron usando el programa 7000 SDS.
Cebadores para ACC (en direccién 5'-3"): Directo, GCCATTGGTATTGGGGCTTAC (SEQ ID NO: 7); Inverso,
CCCGACCAAGGACTTTGTTG (SEQ ID NO: 8)

Cebadores para FAS (en direccién 5'-3"): Directo, GGCATCATTGGGCACTCCTT (SEQ ID NO: 9); Inverso,
GCTGCAAGCACAGCCTCTCT (SEQ ID NO: 10).

Los resultados mostraron que los ratones obesos db/db y shbg-db/db tenian niveles de ARNm de ACC y FAS
significativamente mas altos que en comparacion con los ratones magros db/+ y shbg-db/+. Sin embargo, los ratones
shbg-db/db tenian niveles de ARNm de ACC y FAS significativamente mas bajos en comparaciéon con los ratones
db/db.

El andlisis de proteinas se representa en la FIG. 9 (paneles A y B). Para este fin, se homogeneizaron muestras de
higado de ratéon en un tampoén RIPA (tamp6n de ensayo de radioinmunoprecipitacion) con un céctel inhibidor de
proteasa Complete™ (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia). Los extractos de proteinas se usaron para la
transferencia Western con anticuerpos contra FAS (catalogo 22759, Abcam, Cambridge, RU), ACCa (catalogo
63531, Abcam) y PPIA (Peptidilprolilisomerasa A) (SA-296; BIOMOL Int.,, Madrid, Espafia). Los complejos de
anticuerpo-antigeno especificos se identificaron usando la IgG anti-cabra de conejo marcada con HRP, IgG anti-
raton de conejo o IgG anti-conejo de cabra y sustratos quimioluminiscentes (Millipore) mediante la exposicion a una
pelicula de rayos X.

Como se puede deducir de la FIG. 9 (panel A), los niveles de proteina ACC aumentaron significativo en ratones
db/db obesos en comparacién con los ratones magros db/+ y shbg-db/+, mientras que los shbg-db/db resultaron
tener niveles reducidos de proteina ACC. Ademas, de la FIG. 9 (panel B), se desprende que los niveles de proteina
FAS aumentaron significativamente en ratones obesos db/db y shbg-db/db en comparacién con los ratones magros
db/+ y shbg-db/+. Sin embargo, los ratones shbg-db/db resultaron tener niveles de proteina FAS significativamente
mas bajos en comparacion con los ratones db/db.

En conjunto, estos resultados mostraron que los ratones SHBG-db/db tuvieron una reduccion en estas dos enzimas
clave de la lipogénesis hepatica, lo que sugiere que la presencia de SHBG reduce la acumulacién de grasa en el
higado al reducir la lipogénesis

Ademas, también se determind el contenido total de triglicéridos de los higados de cada genotipo (magros: db/+ y
shbg-db/+; obesos: db/db y shbg-db/db), y se encontré que los ratones magros db/+ y shbg-db/+ tenian menos
contenido de triglicéridos que sus comparfieros de camada obesos db/db y shbg-db/db. Sin embargo, los ratones
shbg-db/db tenian menos acumulacion de triglicéridos que los ratones db/db.

Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1: Cantidades de triglicéridos (en nanomoles de triglicérido (TG) por gramos (g) de tejido)

Genotipo Nmol de TG/g de tejido Significancia estadistica

db/+ 74,99 +4,17 [db/+] frente a [db/db] p < 0,0001
shbg-db/+ 88,88 + 12,84 [db/+] frente a [shbg-db/+] p < 0,0655
db/db 421,92 + 58,6 [db/+] frente a [shbg-db/db] p < 0,0001

[db/db] frente a [shbg-db/db] p < 0,0002
shbg-db/db 314,64 + 41,37 [db/db] frente a [shbg-db/db] p < 0,0215
[shbg-db/+] frente a [shbg-db/db] p < 0,0002

3.5 La SHBG reduce la inflamacién en ratones transgénicos shbg-db/db

Dado que la obesidad se caracteriza, entre otras caracteristicas, por un estado de inflamacion de bajo grado, se
determiné si existian diferencias en la inflamacién entre los ratones db/db y shbg-db/db. Primero se investigé la
infiltracion de macréfagos en el higado y el tejido adiposo mediante la realizacion de una inmunohistoquimica
usando anticuerpos contra F4/80, un marcador de macrofagos bien conocido.

Para este analisis, se aplicé el método inmunoquimico descrito anteriormente en cortes de higado y cortes de tejido
adiposo en parafina. Los datos se muestran en la FIG. 10, que muestra imagenes de microscopio (Olympus-BX61)
de ambos tejidos, higado (H) y tejido de adipocitos (A) para los dos genotipos ensayados (db/db y shbg-db/db). Las
imagenes superiores muestran, respectivamente, los resultados en ratones db/db en el higado (H, a la izquierda de
la Figura 10) y en el tejido de adipocitos (A, a la derecha de la Figura 10). Las imagenes inferiores muestran,
respectivamente, los resultados en ratones shbg-db/db en el higado (H, a la izquierda de la Figura 10) y en el tejido
de adipocitos (A, a la derecha de la Figura 10).

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2711822T3

El analisis mostré que los ratones shbg-db/db tenian menos infiltracion de macréfagos tanto en el higado como en el
tejido adiposo que los ratones db/db, como se puede deducir de la menor tincién oscura observable en las imagenes
inferiores de la FIG. 10.

Para estos dos genotipos, también se determiné la expresion de varias citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-
1B) y adiponectina en el tejido adiposo. Los resultados, en la FIG. 11, mostraron que los niveles de ARNm (unidades
arbitrarias en relacién con los niveles de ARNm 18S) del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la interleucina 18 (IL-
1B) se redujeron significativamente en shbg-db/db en comparacion con los ratones db/db (Figura 11, paneles Ay B,
respectivamente). Los niveles de ARNm de la interleucina 6 (IL6) (representados en la Figura 11, panel C) se
redujeron en ratones shbg-db/db en comparacién con los ratones db/db, pero no fue estadisticamente significativo.
Los niveles de ARNm de adiponectina (Figura 11, panel D) aumentaron significativamente en los ratones shbg-db/db
en comparacion con ratones db/db.

Todos los niveles de ARNm se determinaron en el tejido adiposo como se indica en el Ejemplo 3.4 para el tejido
adiposo.

Cebadores para TNF-a (en direccion 5'-3"): Directo, CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA (SEQ ID NO: 11); Inverso,
TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC (SEQ ID NO: 12).

Cebadores para IL-1f (en direccion 5°-3’): Directo, CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG (SEQ ID NO: 13); Inverso,
GATCCACACTCTCCAGCTGCA (SEQ ID NO: 14).

Cebadores para IL-6 (en direccién 5°-3’): Directo, CTGCAAGAGACTTCCATCCAGTT (SEQ ID NO: 15); Inverso,
GAAGTAGGGAAGGCCGTGG (SEQ ID NO: 16).

Cebadores para 18S (en direccion 5°-3’): Directo, AGGGTTCGATTCCGGAGAGG (SEQ ID NO: 17); Inverso,
CAACTTTAATATACGCTATTGG (SEQ ID NO: 18).

Cebadores para adiponectina (en direccion 5°-3’): Directo, AGCCGCTTATATGTATCGCTCA (SEQ ID NO: 25);
Inverso, TGCCGTCATAATGATTCTGTTGG (SEQ ID NO: 26)

La FIG. 11, panel A, muestra, en barras, los niveles de ARNm (ARNm) de TNF-q, entre los ratones db/db y shbg-
db/db; la FIG. 11, panel B, muestra, en barras, los niveles de ARNm (ARNm) de IL-1f3, entre los ratones db/db y
shbg-db/db; la FIG. 11, panel C, muestra, en barras, los niveles de ARNm (ARNm) de IL6, entre los ratones db/db y
shbg-db/db; y la FIG. 11, panel D, muestra, en barras, los niveles de ARNm (ARNm) de adiponectina, entre ratones
db/db y shbg-db/db.

3.6. La produccién de SHBG se reduce por la alteracion de los niveles de proteinas HNF-4a y PPARy en ratones
transgénicos shbg humano-db/db.

Los inventores también estudiaron la regulacion de SHBG en los ratones transgénicos shbg-db/db. Se midieron los
niveles de SHBG en plasma de ratones magros shbg-db/+ y obesos shbg-db/db hasta las 8 semanas de vida. Los
ratones magros shbg-db/+ mostraron un aumento en los niveles de SHBG en plasma desde las 4 hasta las 6
semanas de vida, y los niveles se mantuvieron constantes hasta las 8 semanas (FIG. 12, marcas de cuadrado
negro). Sin embargo, los niveles de SHBG en plasma en los ratones obesos shbg-db/db no aumentaron de la
semana 4 a la semana 6, y permanecieron mas bajos a las 8 semanas de vida (Figura 12, marcas de cuadrado
blanco).

El andlisis de SHBG en plasma se realizd usando un ELISA de DEMEDITEC Diagnostics GmbH (REF DE2996).

También se determiné la expresion de SHBG hepética en ratones magros shbg-db/+ y obesos shbg-db/db a las 6
semanas de vida. Los resultados mostraron que los ratones obesos shbg-db/db tuvieron una disminucién
significativa en los niveles de ARNm de SHBG en comparacion con los ratones magros shbg-db/+ (Figura 13). La
FIG. 13 muestra los niveles de ARNm de SHBG (unidades arbitrarias en relacion con los niveles de ARNm 18S) para
cada genotipo ensayado.

Para el andlisis del ARNm, se extrajo el ARN total de muestras de higado de ratén usando el reactivo TRIzol
(Invitrogen SA). Se realizé la transcripcion inversa (RT) a 42 °C, durante 50 min usando 3 pug de ARN total y 200 U
de Superscript Il junto con un cebador oligo-dT y reactivos proporcionados por Invitrogen. Se amplificé una parte
alicuota del producto de RT en una reaccion de 25 ul usando SYBR Green (Invitrogen SA) con los pares de
cebadores de oligonucledtidos apropiados (véase a continuacién) correspondientes a SHBG humana. Los resultados
se analizaron usando el programa 7000 SDS.

Cebadores para hSHBG (en direcciéon 5°-3’): Directo, GCTGATTATGGAGAGCAGAGG (SEQ ID NO: 19); Inverso,
GGTCATGACAGCGATAGGCT (SEQ ID NO: 20).

Dado que HNF-4a y los factores de transcripcion del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisoma
(PPARY) desempefian un papel en la actividad de transcripcion del gen de SHBG humana, se analizaron los niveles
hepéticos de HNF-4a y PPARy en ratones transgénicos magros shbg-db/+ y obesos shbg-db/db. Los resultados
mostraron que los ratones obesos shbg-db/db tenian niveles significativamente reducidos de ARNm de HNF-4a y
aumentados de ARNm de PPARYy en comparacion con los ratones magros shbg-db/+. Estos datos se derivan de la
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FIG. 14, paneles A y B, respectivamente, en la que un diagrama de barras indica (eje Y) los niveles de ARNm de
HNF-4a (panel A) y PPARy (panel B). Por otra parte, los ratones obesos shbg-db/db tenian niveles
significativamente reducidos de proteina HNF-4a y aumentados de proteina PPARy en comparacion con los ratones
magros shbg-db/+. Los resultados de los datos de proteinas se representan en la FIG. 15 (paneles Ay B), en la que
los analisis de transferencia Western muestran niveles de proteinas mas bajos de HNF-4a (panel A) en ratones
shbg-db/db en relacion con los ratones shbg-db/+. Por otro lado, el ensayo de transferencia Western para los niveles
de proteina PPARYy (panel B) muestra niveles mas altos en los ratones shbg-db/db que en los ratones magros shbg-
db/+.

Para el analisis de los niveles de ARNm, y de acuerdo con lo indicado para los niveles de SHBG, se extrajo el ARN
total del higado de los ratones usando el reactivo TRIzol (Invitrogen SA). Se realiz6 la transcripcién inversa (RT) a
42 °C, durante 50 min usando 3 pg de ARN total y 200 U de Superscript Il junto con un cebador oligo-dT y reactivos
proporcionados por Invitrogen. Se amplific6 una parte alicuota del producto de RT en una reaccién de 25 pl usando
SYBR Green (Invitrogen SA) con pares de cebadores de oligonucleétidos (véase mas adelante) correspondientes a
HNF-4a de ratdn y a PPARYy de raton. Los resultados se analizaron usando el programa 7000 SDS.

Cebadores para HNF-4a (en direccion 5'-3’): Directo, GTGGCGAGTCCTTATGACACG (SEQ ID NO: 21); Inverso,
CACATTGTCGGCTAAACCTGC (SEQ ID NO: 22).

Cebadores para PPARYy (en direccion 5’-3’): Directo, TCTTAACTGCCGGATCCACAA (SEQ ID NO: 23); Inverso,
GCCCAAACCTGATGGCATT (SEQ ID NO: 24).

De la misma manera que en el Ejemplo 3.4, se realiz6 el andlisis de proteinas homogeneizando el higado de ratén
en tampoén RIPA (tampdn de ensayo de radioinmunoprecipitacion) con coctel inhibidor de la proteasa Complete™
(Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia). Se usaron extractos de proteinas para la transferencia Western con
anticuerpos contra HNF-4a (C-19; catalogo sc-6556; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EE. UU.),
PPARYy (H-100; catalogo sc-7196; Santa Cruz Biotechnology Inc.). Los complejos de anticuerpo-antigeno especificos
se identificaron usando la IgG anti-cabra de conejo marcada con HRP, IgG anti-raton de conejo o IgG anti-conejo de
cabra y sustratos quimioluminiscentes (Millipore) mediante la exposicion a una pelicula de rayos X.

En conjunto, estos resultados mostraron que los ratones SHBG-db/db son un buen modelo para dilucidar el
mecanismo molecular mediante el que la SHBG ejerce sus acciones.

Por ultimo, para demostrar que la reduccion a la baja de SHBG en ratones obesos shbg-db/db fue causada por la
disminucion en los niveles de proteina HNF-4ay el aumento en los niveles de proteina PPARYy, se realizaron ensayos
de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) usando complejos de ADN/proteina extraidos de higados de ratones
transgénicos magros shbg-db/+ y obesos shbg-db/db.

Para los ensayos de ChlIP, se usaron higados de ratones con un kit ChIP-IT (Active Motif Inc.) con anticuerpos contra
HNF-4a, PPARYy, IgG de conejo o IgG de cabra. El ADN purificado se sometié a amplificacion por PCR (35 ciclos)
usando los siguientes cebadores especificos, disefiados para amplificar una regién de 262 pb del promotor de SHBG
humano.

Cebadores de SHBG humana (en direcciéon 5°-3’): Directo, CTAGACCTCAGGCCTGTGAATGC (SEQ ID NO: 27);
Inverso, GGCAGGCAGCCTTGCGTGTG (SEQ ID NO: 28)

Los resultados de la inmunoprecipitacién de cromatina se muestran en la FIG. 16, en la que, para cada uno de los
genotipos de ratones obesos shbg-db/db y magros shbg-db/+, se indica la cantidad de proteina HNF-4a Y PPARy
unida al promotor de SHBG humano en el higado de ratones shbg-db/+ y shbg-db/db. Las bandas de promotores de
SHBG de ratones obesos shbg-db/db tenian menos unidén a HNF-4a y méas union a PPARy que los ratones magros
shbg-db/+.

Ejemplo 4. La expresion del ARNm de SHBG esta asociada inversamente con el contenido total de triglicéridos
hepaticos en las biopsias de higado humano, y los niveles de ARNm de SHBG estan asociados con la expresion de
ARNmM de HNF-4a y PPARYy2.

También se analizaron los niveles de expresion del gen de SHBG en biopsias de higado humano en 15 individuos
que cubrian un intervalo de indice de Masa Corporal (IMC) de entre 32 y 52. Los resultados, en la FIG. 17 (A),
indicaron que los niveles de ARNm de SHBG eran inversamente proporcionales al IMC (r = -0,629, p < 0,05). A
continuacion, se evalué si los niveles de ARNm de SHBG también eran inversamente proporcionales al contenido
total de triglicéridos de las 15 biopsias de higado. Los resultados, en la FIG. 17 (B) mostraron que los niveles de
ARNm de SHBG también eran inversamente proporcionales al contenido total de triglicéridos en el higado (r = -
0,643, p <0,01).

Por lo tanto, los niveles bajos de SHBG se asocian con el higado graso.

Esto también se puede deducir de la correlacion de los niveles de ARNm de ACC, una importante enzima que regula
la lipogénesis hepatica, con los niveles de ARNm de SHBG en estas 15 biopsias de higado. Como se deriva de la
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FIG. 17 (E), los niveles de ARNm de SHBG fueron inversamente proporcionales a los niveles de ARNm de ACC (r =
0,2868, p < 0,012). Se realizd el andlisis de los niveles de ARNm de ACC en las biopsias humanas con los
cebadores y protocolos desvelados en el Ejemplo 3.4 para biopsias de higado de ratén.

Ademaés, dado que la expresion de SHBG hepaética en seres humanos esté regulada por HNF-4a y PPARy2 (véase,
por ejemplo, Selva et al., "Peroxisome-Proliferator Receptor y Represses Sex Hormone Binding Globulin
Expression", Endocrinology-2009, Vol. n°.:150(5), pag.:2183-9), se analiz6 si los niveles de ARNm de SHBG se
correlacionaban con los niveles de ARNm de ambos factores de transcripcion en las 15 biopsias de higado humano.
Los resultados mostrados en la FIG. 17 (C y D), demuestran que los niveles de ARNm de SHBG son directamente
proporcionales a los niveles de ARNm de HNF-4a (r = 0,621, p < 0,05) e inversamente proporcionales a los niveles
de ARNm de PPARy2 (r = -0,643, p < 0,05).

Para estos ensayos (los niveles de expresiéon del gen de SHBG en biopsias de higado humano y los niveles de
ARNmM de HNF-4a y PPARy2), se homogeneizaron muestras de higado humano usando el reactivo TRIzol
(Invitrogen SA). Se realiz6 la transcripcion inversa (RT) a 42 °C, durante 50 min usando 3 pg de ARN total y 200 U
de Superscript Il junto con un cebador oligo-dT y reactivos proporcionados por Invitrogen. Se amplificé una parte
alicuota del producto de RT en una reaccion de 25 pl usando SYBR Green (Invitrogen SA) con los pares de
cebadores de oligonuclettidos apropiados (véase a continuacion) correspondientes a HNF-4a humana, PPARy2
humana y SHBG humana. Los resultados se analizaron usando el programa 7000 SDS.

Cebadores para HNF-4a humana (en direcciéon 5’-3'): Directo, GCTCCTCCTTCTGCTGCTGC (SEQ ID NO: 29);
Inverso, GGAAGAGCTTGAGACAGGCC (SEQ ID NO: 30).

Cebadores para PPARy 2 humana (en direcciéon 5’-3’): Directo, CTGGGAGATTCTCCTATTGACC (SEQ ID NO: 31);
Inverso, CACTTTGATTGCACTTTGGTACTC (SEQ ID NO: 32).

Cebadores para 18S humana (en direccion 5’-3’): Directo, TAACGAACGAGACTCTGGCAT (SEQ ID NO: 33);
Inverso, CGGACATCTAAGGGCATCACAG (SEQ ID NO: 34).

Los cebadores para SHBG humana son los mismos que en el Ejemplo 3.6. Los niveles de ARNm de la FIG. 17 estan
en unidades arbitrarias en relacion con los niveles de ARNm de 18S.

Ejemplo 5. SHBG protege contra la enfermedad del higado graso inducida por una dieta alta en fructosa.

Para este experimento, se usaron ratones C57BL/6 (WT, controles) y ratones transgénicos con SHBG humana
(shbg), pero no obesos.

Los ratones transgénicos SHBG se obtuvieron como se desvela anteriormente y de acuerdo con Janne et al.,
"Human Sex-HormoneBinding Globulin Gen Expression in Transgenic Mice", Molecular Endocrinology - 1998, Vol.
n°. 12 (1), pag.: 123-136 (supra).

Se alimentaron ratones de tipo silvestre (WT) y ratones shbg con una dieta alta en fructosa. (76 % de fructosa)
durante 8 semanas. A continuacion, se sacrificaron y se analizaron las biopsias de higado para ver la acumulacion
total de triglicéridos (TG) en ambos tipos de animales.

Como se puede observar en la FIG. 18, paneles (A) y (B), la cantidad de triglicéridos en el higado fue mayor en los
ratones WT que en los transgénicos (shbg). En el panel A, que es una muestra de imagenes de microscopio
(Olympus-BX61) de una seccidon de parafina del higado, se observa como las gotitas de lipidos en los ratones
transgénicos son mas pequefias que en los WT. El panel B demuestra las diferencias significativas entre ambos
animales como los TG en nmol por gramo de tejido. La deteccion total de triglicéridos se midié6 usando un kit de
ensayo de triglicéridos (n.° de cat. K622-100 BioVision) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Al igual que en el Ejemplo 3.4 y siguiendo el mismo protocolo, se estudio la lipogénesis mediante la determinacion
de los niveles de ARNm y de proteinas de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la acido graso sintasa (FAS). Los datos
de este analisis se ilustran en la FIG. 18, paneles (C) y (D).

De todos estos ensayos en ratones alimentados con una dieta alta en fructosa, se puede concluir que la SHBG actta
como un agente profilactico que evita la evolucion a la esteatosis hepética.

Ejemplo 6. La SHBG protege contra la obesidad en ratones alimentados con una dieta alta en lipidos.

Se alimentaron ratones de tipo silvestre (WT) y ratones shbg como en el Ejemplo 5 con una dieta alta en lipidos
(50 % de lipidos, de los cuales el 46 % era de manteca de cerdo y el 4 % era de grasa de soja) durante 8 semanas.

Se sigui6 el aumento de peso a lo largo de las semanas y se representd en la FIG. 19 (A), en la que se representa

graficamente el peso en gramos de ratones por semana tras el consumo de la dieta grasa. Aunque el peso
aumentaba semanalmente, los ratones shbg tenian siempre un peso inferior al de los ratones de tipo silvestre.
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Una vez que se sacrificaron los ratones, se analizé el tejido adiposo visceral (TAV en gramos) en ambos tipos de
animales. Como se puede observar en la FIG. 19 (B), los ratones de tipo silvestre tenian un tejido adiposo visceral
mayor que los animales transgénicos, demostrando asi que la SHBG es un protector o agente profilactico contra la
esteatosis hepatica, asi como contra la obesidad y la acumulacion de lipidos. El TAV se determiné de la siguiente
manera: se extrajo toda la grasa visceral de los animales y se pes6 en una balanza de precision.

Ejemplo 7. La inhibicion de la expresién de SHBG (inhibicion de la horquilla pequefia) potencia la acumulacion de
lipidos (TG) en las células HepG2

Para dilucidar un posible mecanismo de accion de la SHBG, se transfectaron de forma estable células HepG2 (n.° de
catdlogo HB-8065; ATCC) mantenidas en DMEM complementado con FBS al 10 % y antibi6ticos) con un vector que
expresaba SHBG (pCMV-SHBG). El vector pCMV-SHBG y el control (pCMV-vacio) fueron los usados y
mencionados en varias publicaciones, estando el primero en Bocchinfuso W. P. et al. "Expression and differential
glycosylation of human sex hormone-binding globulin by mammalian cell lines", Mol Endocrinol-1991, Vol. n.° 5(11),
pag. 1723-1729.

En un ensayo paralelo, se transfectaron las células HepG2 de manera estable con un ARN de horquilla pequefia
comercial (Sigma Aldrich) para inactivar el ARNm de SHBG (pIKO.1-SHBG) o el oligo desordenado plKO.1 como
control.

De todos los paneles de la FIG. 20, se puede deducir que la SHBG regula el contenido de lipidos en el hepatocito
mediante la modulacion de los niveles de ACC en las células HepG2. (a) Se determinaron los niveles de ARNm de la
SHBG en relacion con el ARN 18S en las células HepG2 transfectadas de forma estable con pCMV y pCMV-SHBG
(FIG. 20a). Se midi6 la acumulacion de proteina SHBG en el medio usando un ELISA en células HepG2
transfectadas de forma estable con pCMV y pCMV-SHBG (FIG. 20b). Se determinaron los niveles de ARNm de ACC
en relacion con el ARNm 18S en células HepG2 transfectadas de manera estable con pCMV y pCMV-SHBG (FIG.
20c). Se determinaron los niveles de ARNm de SHBG en relacion con el ARN 18S en células HepG2 transfectadas
de forma estable con shControl y shSHBG (FIG. 20d). Se midié la acumulacién de proteina SHBG en el medio
usando un ELISA en células HepG2 transfectadas de forma estable con shControl y shSHBG (FIG. 20e). Se
determinaron los niveles de ARNm de ACC en relacion con el ARN 18S en células HepG2 transfectadas de forma
estable con shControl y shSHBG (FIG. 20f). Se midieron los niveles de proteina ACC mediante transferencia
Western usando PPIA como proteina de referencia constitutiva en células HepG2 transfectadas de forma estable
con pCMV y pCMV-SHBG (FIG. 20g). Se midieron los niveles de proteina ACC mediante transferencia Western
usando PPIA como proteina de referencia constitutiva en células HepG2 transfectadas de forma estable con
shControl y shSHBG (FIG. 20h). El contenido total de triglicéridos (TG en nmol/mg de proteina) medido en células
HepG2 transfectadas de forma estable con pCMV y pCMV-SHBG se puede ver en la FIG. 20(i). El contenido total de
triglicéridos (TG en nmol/mg de proteina) medido en células HepG2 transfectadas de forma estable con shControl y
shSHBG se puede ver en la FIG. 20j. Los puntos de datos son la media + desviacion tipica de las mediciones por
triplicado. **p < 0,01 y *p < 0,05.

En ambos ensayos celulares, la detecciéon de los niveles de ARNm de SHBG y la concentracion de proteina de
SHBG se realiz6 como se ilustra en el Ejemplo 3.6. Los niveles de ARNm de ACC se determinaron como se desvela
en el Ejemplo 3.4. Para la transferencia Western, se siguieron los protocolos ilustrados en el Ejemplo 3.4 con los
anticuerpos contra ACCa y PPIA. Por ultimo, los TG se midieron usando un kit de ensayo de triglicéridos (n.° de cat.
K622-100 BioVision) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los datos de la FIG. 20 permiten concluir que si se sobrexpresa SHBG en las células HepG2, se reduce el contenido
total de TG (FIG. 20i), a diferencia de las células HepG2, en las que se inhibe la expresion de SHBG (FIG. 20j).
Ademas, esto parece estar relacionado con la expresién de ACC (FIG. 20g y h), de manera que, cuando se
sobrexpresa SHBG, se reduce la expresién de ACC (FIG. 20g); y cuando se inhibe la expresion de SHBG, se
aumenta la expresién de ACC (FIG. 20h) en relacién con los controles.

Todos estos ejemplos permiten concluir que la SHBG redujo significativamente el aumento de peso corporal, la
esteatosis hepdtica, la acumulacion de grasa visceral y la inflamacién en ratones. Por otra parte, se determind que
los niveles bajos de SHBG encontrados en los ratones obesos se redujeron por una disminucion en el nivel de HNF-
4a y un aumento en el nivel de PPARYy hepaticas. Por Ultimo, usando biopsias de higado humano, se ha encontrado
gue los niveles de ARNm de SHBG son inversamente proporcionales al contenido total de triglicéridos en el higado.

Por lo tanto, es posible usar la SHBG y/o un fragmento de la misma en el tratamiento de la obesidad, el sobrepeso y
la esteatosis hepatica.

Ademas, debido a su papel lipoliitico, es posible usar la SHBG y/o un fragmento de la misma cosméticamente para

reducir las reservas de grasa localizadas por via subcutdnea con el fin de mejorar el aspecto corporal de un
mamifero, en particular, de un ser humano.
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355 360 365

Val Gln Gly Gln Arg lLeu Asp Ile Asp Gln Ala Leu Ser Arg Ser Gln
370 375 380

Asp Ile Trp Thr His Ser Cys Pro Gln Arg Pro Ser Asn Asp Thr Arg
385 390 395 400

Thr Ser His

<210>7
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 7
gccattggta ttggggctta ¢ 21

<210>8
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 8
ccecgaccaag gactttgttg 20

<210>9
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400>9
ggeateattg ggeactectt 20

<210> 10
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 10
gctgeaagcea cagectetet 20

<210> 11
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Cebador directo

<400> 11
catcttctca aaattcgagt gacaa

<210> 12
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 12
tgggagtaga caaggtacaa cce

<210> 13
<211> 25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 13
caaccaacaa gtgatattct ccatg

<210> 14
<211>21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 14
gatccacact ctccagceltge a

<210> 15
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 15
ctgcaagaga cttccateca gtt

<210> 16
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 16
gaagtaggga aggccgigg

<210> 17
<211> 20

25

23

25

21

12

23

ES2711822T3
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 17
agggttcgat tecggagagg

<210> 18
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 18
caactttaat atacgctatt gg

<210> 19
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 19
gctgattatg gagageagag g

<210> 20
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 20
ggtcatgaca gegatagget

<210> 21
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 21
gtggegagtc cttatgacac g

<210> 22
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 22
cacattgtcg getaaacetg ¢

ES2711822T3

20

22

21

20

21

21
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<210> 23
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 23
tcttaactge cggatccaca a 21

<210> 24
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 24
gcecaaacct gatggeatit 19

<210> 25
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 25
agcegcttat atgtateget ca 22

<210> 26
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 26
tgcegtcata atgattetgt tgg 23

<210> 27
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 27
ctagacctea ggcectgtgaa tge 23

<210> 28
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 28
32
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ggcaggeagc cttgegtgty

<210> 29
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 29
gctectectt ctgetgetge

<210> 30
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 30
ggaagagctt gagacaggcec

<210> 31
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 31
ctgggagatt ctectattga ce

<210> 32
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 32
cactttgatt gcactttggt actc

<210> 33
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 33
taacgaacga gactctggca t

<210> 34
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

20

20

20

22

24

21

ES2711822T3
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<220>
<223> Cebador inverso

<400> 34
cggacatcta agggceateac ag

22

ES2711822T3
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REIVINDICACIONES

1. Globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma para su uso en el
tratamiento y/o la prevencion de la esteatosis hepatica en mamiferos, en la que el fragmento: (a) comprende de 10 a
200 aminoéacidos de una secuencia que tiene un porcentaje de homologia o identidad de al menos el 80 % con
respecto a cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 1 a 5; y (b) mantiene la funcién de reduccién del contenido de
lipidos en una célula animal como la globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero entera.

2. La globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que
las células animales son hepatocitos de mamifero.

3. La globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, que es una isoforma de la globulina fijadora de hormonas sexuales humana que comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y mezclas de las mismas.

4. La globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, que
consiste en una isoforma de la globulina fijadora de hormonas sexuales humana seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y mezclas de las mismas.

5. La globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma para su uso de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, como un ingrediente de una composicién farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de la globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento
de la misma, en combinacién con excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

6. La globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma para su uso de
acuerdo con la reivindicacion 5, como un ingrediente de una composicion farmacéutica para la administracion
parenteral.

7. Uso de una cantidad cosméticamente eficaz de globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o
cualquier fragmento de la misma, para

reducir la grasa subcutanea herniada o acumulada dentro del tejido conjuntivo fibroso de debajo de la piel, en la que
el fragmento: (a) comprende de 10 a 200 aminoacidos de una secuencia que tiene un porcentaje de homologia o
identidad de al menos el 80 % con respecto a cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 1 a 5; y (b) mantiene la
funcioén de reduccion del contenido de lipidos en una célula animal como la globulina fijadora de hormonas sexuales
de mamifero entera.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el mamifero tiene celulitis.

9. El uso de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 7-8, en el que la cantidad cosméticamente eficaz de la
globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma es un ingrediente de una
composicion topica cosmética en combinacion con excipientes y/o vehiculos cosméticamente aceptables.

10. Uso de globulina fijadora de hormonas sexuales de mamifero y/o cualquier fragmento de la misma como agente
reductor de lipidos en una muestra aislada que comprende células de mamifero, en la que el fragmento: (a)
comprende de 10 a 200 aminoacidos de una secuencia que tiene un porcentaje de homologia o identidad de al
menos el 80 % con respecto a cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 1 a 5; y (b) mantiene la funcién de
reduccion del contenido de lipidos en una célula animal como la globulina fijadora de hormonas sexuales de
mamifero entera.
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