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DESCRIPCION
Agentes biofarmacéuticos para uso en la reduccion del contenido de lipidos en las células
CAMPOQ DE LA DESCRIPCION

Esta descripcion se refiere a un método para disminuir la concentracion de lipidos en una célula diana de un sujeto
humano o animal. La descripcién se extiende al uso de agentes biofarmacéuticos que incluyen (i). el receptor de
laminina de 37 kDa/67 kDa precursor del receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR) y/o un fragmento del mismo,
o (ii}. un agente de transfeccion para la expresién de LRP/LR, en el tratamiento y/o prevencion de aterosclerosis y/o
resistencia a insulina y/o diabetes en un sujeto humano o animal. En uso, la administracion del agente
biofarmacéutico reduce el contenido de lipidos en las células diana.

ANTECEDENTES

La aterosclerosis es una enfermedad crénica progresiva que implica el bloqueo de las arterias, y es la forma
principal de enfermedad cardiovascular (ECV). Es el resultado de la formacién de placas ateroscleréticas que
ocluyen las arterias y disminuyen el flujo sanguineo a los 6rganos vitales.

La aterosclerosis esta muy influenciada por el estrés oxidativo, contribuyendo especies reactivas de oxigeno (ROS)
en gran medida al estado oxidativo del cuerpo. Las ROS se forman durante diversos procesos celulares, tal como la
respiracion celular. Se producen cuando una molécula de oxigeno pierde electrones, lo que les permite participar
facilmente en reacciones oxidativas, y contribuir asi al estrés oxidativo (Chen et al., 2003). Las ROS reaccionan
facilmente con lipoproteinas de baja densidad (LDL) para formar LDL oxidada (oxLDL), una molécula responsable de
la respuesta inflamatoria que da como resultado la formacion de placas ateroscleréticas (Grahame y Schlesinger,
2012).

Con el tiempo, la acumulaciéon de placas estrecha los vasos sanguineos y ocluye la arteria, provocando que el
corazén bombee mas fuertemente, conduciendo a tejido dafiado e hipertension (Tedgui y Mallat, 1999). Ademas,
estas placas son propensas a romperse debido a sus componentes lipidicos extracelulares blandos. Cuando estas
placas se rompen, pueden causar la oclusién completa de los vasos sanguineos dando como resultado
acontecimientos cardiovasculares importantes, tales como infartos de miocardio o enfermedad cerebrovascular
(Tedgui y Mallat, 1999).

La aterosclerosis es la principal causa de muertes relacionadas con el sistema cardiovascular, teniendo las terapias
actuales tales como inhibidores de ACE y B-bloqueadores el objetivo de reducir el estrés en el misculo cardiaco al
reducir la hipertensién causada por la oclusién de los vasos sanguineos (Conte et al., 2015). Sin embargo, las
terapias actuales no pretenden eliminar las placas ateroscleréticas que estan causando la oclusién, y los nicos
tratamientos actuales para la aterosclerosis es una derivacion coronaria o expansion de las arterias, ambas
altamente invasivas. El tratamiento de la aterosclerosis con farmacos que reducen la tensién arterial permite evitar
que los 6rganos reciban el oxigeno y los nutrientes adecuados ya que las placas evitarian el flujo sanguineo
adecuado, lo que puede causar un fallo organico final (Conte et al., 2015). Ademas, en el caso de que estas placas
revienten, puede ocurrir la oclusion completa de uno o mas vasos sanguineos, y dependiendo de la ubicacion,
podria dar como resultado acontecimientos cardiovasculares importantes, tales como infartos de miocardio y
acontecimientos cerebrovasculares.

Por consiguiente, existe la necesidad de una nueva innovacién que reduzca y/o impida la formacién de placas.

La aterosclerosis es a menudo comorbida con la obesidad, la resistencia a insulina y/o diabetes. Una dieta rica en
lipidos desempefia a menudo un papel contribuyente principal. Tipicamente, se observa un aumento en los niveles
de ROS en la obesidad debido al deterioro mitocondrial. EI mecanismo molecular que conduce a esta resistencia a
insulina se desencadena por el tejido adiposo que es metabdlicamente activo en individuos obesos, experimentando
continuamente de este modo lip6lisis y generando acidos grasos libres (FFA) (Gavin et al, 2017). Estos FFA actdan
como antagonistas de la insulina (Salpea, 2010), y estimulan la produccién de glucosa por el higado, mientras que
suprimen la captacién de glucosa por los musculos esqueléticos. Los niveles de FFA aumentados disminuyen la B-
oxidacion mitocondrial en células del musculo esquelético y en células hepaticas. La p-oxidacién mitocondrial
reducida da como resultado la acumulacion de diacilglicerol (DAG) y acilcoenzima A de cadena larga (LCCoA)
(Savage et al. 2007; Salpea, 2012). Esto a su vez induce la fosforilacion de serina/treonina de los sitios IRS-1,
inhibiendo asi la fosforilaciéon de IRS-1 y la activacién de la sefializacion de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P). PI3P
regula la sintesis del transportador de glucosa 4 (GLUT4) (Savage et al. 2007; Salpea, 2012). Por tanto, la inhibicién
de la activacién de PI3P en el esqueleto da como resultado una sintesis disminuida de GLUT4, y en consecuencia
una captacion reducida de glucosa por los musculos esqueléticos. La inhibicién de la activacién de PI3P en células
hepaticas conduce a una fosforilacion reducida de la proteina O de la caja forkhead (FOXO), que a su vez da como
resultado un aumento de la gluconeogénesis hepatica (Savage et al. 2007). El aumento de FFA en individuos
obesos conduce a hiperglucemia e induccién de resistencia a insulina observada en pacientes con diabetes tipo Il
(Gavin, 2017; Mejia, 2006). Estos cambios celulares promueven la acumulacién de metabolitos lipidicos especificos
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(diacilgliceroles y/o ceramidas) en el higado y el musculo esquelético, y se ha encontrado que el contenido de lipido
de las células en la diabetes aumenta, lo que también esta asociado con la resistencia a insulina (Gavin et al, 2017)

Los protocolos actuales de tratamiento de la diabetes tipo Il se dirigen al azlGcar en sangre en lugar de a la
sefializacion alterada de la insulina causada por niveles de insulina cronicamente elevados (Ford, 2010). En
consecuencia, existe la necesidad de una nueva innovaciéon que se dirija contra la sefializacién alterada de la
insulina.

En el documento WO 2017/077516 A2 (University of the Witwatersrand) se describen compuestos para uso en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con telémeros, por ejemplo cancer. Particularmente, se describen un
precursor de receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR) y/o un
fragmento del mismo para uso en el tratamiento y/o prevencion del envejecimiento celular. Sin embargo, no se
incluye ninguna descripcion habilitante para el uso de tales sustancias en el tratamiento de obesidad, aterosclerosis,
resistencia a insulina y/o diabetes.

El documento JP 2018 027935 A describe los efectos del polifenol polimerizado de té oolong como un agonista de
67LR. Se menciona generalmente que los agonistas de 67LR se pueden usar para prevenir o tratar enfermedades
relacionadas con 67LR que pueden ser, entre otras, obesidad o arteriosclerosis. Los ejemplos descritos se refieren
principalmente a cancer. En esencia, una disminucién de 67LR parece ser el modo de accién en el documento JP
2018 027935 A.

El documento JP 2015 155383 A ensefia extracto de té verde que tiene efectos anticancersos. Se describe que el
extracto de té& y EGCg potencian la expresion de tres receptores, el receptor de laminina, el receptor de retinoide X
RXRA, y el receptor de acidos grasos libres FFAR2. Se afirma que la activacién de los dos Ultimos receptores
“probablemente tienen efectos antiobesidad”.

Esta descripcion busca mejorar las desventajas conocidas en la técnica. Las referencias a métodos de tratamiento
en los parrafos posteriores de esta descripcion deben interpretarse como referencias a los compuestos,
composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para uso en un método para el tratamiento
del cuerpo humano (0 animal) por terapia.

SUMARIO

La invencién se define en las reivindicaciones independientes 1, 10 y 11. Las reivindicaciones dependientes se
refieren a realizaciones preferidas de la invencién.

Segun un primero aspecto, sin embargo no reivindicado, en esta descripcion, se proporciona un método para
disminuir la concentracién de lipidos en una célula diana de un sujeto humano o animal, comprendiendo el método
las siguientes etapas:

(i} transfectar la célula para producir precursor de receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina
de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo; o

(i) proporcionar a la célula LRP/LR y/o fragmentos del mismo,

en el que una disminucién en la concentracion de lipidos en la célula trata y/o previene aterosclerosis y/u obesidad
y/0 resistencia a insulina y/o diabetes.

La etapa de transfectar puede incluir encapsular un agente de transfeccién para la administracion especifica del sitio
a la célula, y la etapa de proporcionar puede incluir encapsular el LRP/LR para la administracién especifica del sitio
a la célula.

El agente de transfeccion y/o el LRP/LR y/o el fragmento de LRP/LR son agentes biofarmacéuticos.

La encapsulacién puede ser por medio de nanoparticulas para formar un medio de administracion para el agente de
transfeccion y/o el LRP/LR. Las nanoparticulas pueden funcionalizarse con restos quimicos, bioquimicos o
biologicos para asegurar la administracion especifica del sitio a la célula.

Los restos pueden actuar como ligandos para asegurar la administracién especifica del sitio en la célula.

La célula puede ser al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: células endoteliales de vasos
sanguineos, células de musculos lisos de vasos sanguineos, células pancreaticas que incluyen células alfa (a),
células beta (B), células delta (3) y gamma (y).

El medio de administracién se puede formular en una composicién farmacéutica, la cual puede incluir ademas un
vehiculo farmacéutico para la administracion parenteral o no parenteral al sujeto.
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La administracién no parenteral puede incluir al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo:
administracién oral, nasal, rectal, vaginal, optica, y transdérmica. Tipicamente, la administracion no parenteral puede
ser oral. La administracion parenteral puede incluir al menos una de administracion intravenosa, subcutanea e
intramuscular. Tipicamente, la administracién parenteral puede ser intravenosa.

La composicion farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante, de manera que, en uso, en la célula diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (API).

El sujeto puede ser un ser humano, animal, reptil, ave o anfibio. Tipicamente, el sujeto puede ser un ser humano y/o
animal, preferiblemente ser humano.

El agente de transfeccién puede ser el plasmido pClneo-moLRP::FLAG.

LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2, o un fragmento del mismo.

SEQ ID NO: 1 puede ser una secuencia de péptido/proteina para LRP/LR humano, y puede tener la siguiente
secuencia:

MSGALDVLOMKEEDVLKFLAAGTHLGGTNLDFQMEQYIYKRKSDGIYIINLKRTWEKLLL
AARAIVAIENPADVSVISSRNTGORAVLKFAAATGATPIAGRFTPGTFTNQIQAAFREPR
LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRY VDIAIPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA
TQPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTDWS

SEQ ID NO: 2 puede ser una secuencia de péptido/proteina de raton (Mus musculus) LRP/LR y puede tener la
siguiente secuencia:

MSGALDVLOQMKEEDVLKFLAAGTHLGGTNLDFQMEQYTYKRKSDGIYIINLKRTWEKLLL
AARAIVAIENPADVSVISSRNTGQRAVLKFAAATGATPIAGRFTPGTFTNQIQAAFREPR
LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRYVDIAIPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA
AQPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTEWS

Debe entenderse que LRP/LR esta muy conservado, y también se pueden utilizar homoélogos o fragmentos de SEQ
ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, y/u homélogos de los fragmentos, a fin de realizar la invencién descrita, ilustrada y/o
ejemplificada aqui.

LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas que tiene al menos 80 % de homologia
con las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, o un fragmento del mismo.

LRP/LR puede comprender homologos o fragmentos de los mismos, y homélogos de los fragmentos, en los que
LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2.

La secuencia de péptido/proteina de LRP/LR o un homélogo o fragmento del mismo, o un homdlogo del fragmento,
se puede ligar a, o enlazar con, o unir a, 0 conjugar con, 0 asociar con, una secuencia de proteina adicional,
secuencia de aminoacidos, péptido, proteina, o anticuerpo. Alternativa y/o adicionalmente, la secuencia de
péptido/proteina de LRP/LR puede formar parte de una secuencia de péptido/proteina mas grande y/o mas larga. En
una determinada realizacién de la invencion, LRP/LR se puede ligar a, o enlazar con, o unir a, o0 conjugar con, o
asociar con, la proteina FLAG, de manera que, en uso, el LRP/LR se puede etiquetar con FLAG. La proteina FLAG
puede incluir una secuencia de péptido/proteina que incluye al menos un motivo de secuencia DYKDDDDK (SEQ ID
NO: 3). Se contemplan otras proteinas marcadoras aparte de FLAG para todas las realizaciones de esta descripcion.
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Debe entenderse que la etapa de transfectar la célula para producir precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67
kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento, puede tener lugar a través de procedimientos
conocidos en la técnica, incluyendo la introduccién en la célula del agente de transfeccion. La etapa de transfectar la
célula puede aumentar LRP/LR para provocar la sobreexpresién de LRP/LR.

El fragmento del listado de secuencias de péptidos/proteinas se expone en SEQ ID NO: 4, que corresponde a un
fragmento de SEQ ID NO: 1 de 102 a 295, y/o SEQ ID NO: 5, que corresponde a un fragmento de SEQ ID NO: 2 de
102 a 295.

SEQ ID NO: 4 puede ser una secuencia de péptido/proteina para un fragmento de LRP/LR humano, y puede
tener la siguiente secuencia:

RFTPGTFTNQIQAAFREPR

LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRY VDIAIPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA
TQPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTDWS

SEQ ID NO: 5 puede ser una secuencia de péptido/proteina para un fragmento de LRP/LR de ratén, y puede
tener la siguiente secuencia:

RFTPGTFTNQIQAAFREPR
LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRY VDIAIPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA

AQPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTEWS.
El método se extiende generalmente al aumento de la expresion de LRP/LR en las células diana.

Segun un segundo aspecto de esta descripcion, se proporciona un agente biofarmacéutico que incluye un precursor
del receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del
mismo, para uso en el tratamiento y/o prevencién de aterosclerosis y/u obesidad y/o resistencia a insulina y/o
diabetes, en el que LRP/LR y/o el fragmento del mismo son para la administracién a una célula diana de un sujeto
que lo necesita. En uso, la administracion del agente biofarmacéutico reduce el contenido de lipidos en la célula
diana.

LRP/LR puede encapsularse en un medio de administracién.

El medio de administracion puede incluir nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden funcionalizarse con restos
quimicos, bioquimicos o biolégicos para asegurar la administracion especifica del sitio a la célula diana.

Los restos pueden actuar como ligandos para asegurar la administracion especifica del sitio en la célula diana.

La célula diana puede ser al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: células endoteliales de vasos
sanguineos, células de musculos lisos de vasos sanguineos, células pancreaticas que incluyen células alfa (a),
células beta (B), células delta () y células gamma (y).

El medio de administracién puede formularse en una composicion farmacéutica, la cual puede incluir ademas un
vehiculo farmacéutico para administracion parenteral o no parenteral al sujeto.

La administracion no parenteral puede incluir al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo:
administracion oral, nasal, rectal, vaginal, éptica, y transdérmica. Tipicamente, la administracién no parenteral puede
ser oral. La administracion parenteral puede incluir al menos una de administracion intravenosa, subcutanea e
intramuscular. Tipicamente, la administracién parenteral puede ser intravenosa.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante de manera que, en uso, en la célula diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (API).

El sujeto puede ser un ser humano, animal, reptil, ave o anfibio. Tipicamente, el sujeto puede ser un ser humano y/o
animal, preferiblemente un ser humano.
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LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2, o comprende un fragmento del mismo como se expone en el primer y segundo aspectos aqui
anteriormente.

Segln un tercer aspecto de esta descripcién, se proporciona un agente biofarmacéutico que incluye un agente de
transfeccion para expresar un precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta
afinidad (LRP/LRY), y/o un fragmento del mismo, el agente de transfeccién para uso en el tratamiento y/o prevencion
de aterosclerosis y/u obesidad y/o resistencia a insulina y/o diabetes, en el que el agente de transfeccién es para
administracién a una célula diana de un sujeto que lo necesita.

El agente de transfeccién puede encapsularse en un medio de administracién.

El medio de administracion puede incluir nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden funcionalizarse con restos
quimicos, bioquimicos o biolégicos para asegurar la administracion especifica del sitio a la célula diana.

Los restos pueden actuar como ligandos para asegurar la administracién especifica del sitio en la célula diana.

La célula diana puede ser al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: células endoteliales de vasos
sanguineos, células de musculos lisos de vasos sanguineos, células pancreaticas que incluyen células alfa (a),
células beta (B), células delta () y células gamma (y).

El medio de administracién se puede formular en una composicién farmacéutica, la cual puede incluir ademas un
vehiculo farmacéutico para administracion parenteral o no parenteral al sujeto.

La administracion no parenteral puede incluir al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo:
administracion oral, nasal, rectal, vaginal, éptica, y transdérmica. Tipicamente, la administracién no parenteral puede
ser oral. La administracion parenteral puede incluir al menos una de administracion intravenosa, subcutanea e
intramuscular. Tipicamente, la administracién parenteral puede ser intravenosa.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante de manera que, en uso, en la célula diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (API).
El agente de transfeccion puede ser plasmido pClneo-moLRP::FLAG.

LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2, o comprende un fragmento del mismo como se expone en el primer y segundo aspectos aqui
anteriormente.

Segun un cuarto aspecto de esta descripcién, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
agente de transfeccién para el receptor de laminina de alta afinidad precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67
kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, y un vehiculo, la composicion
farmacéutica para uso en el tratamiento y/o prevencién de aterosclerosis y/u obesidad y/o resistencia a insulina y/o
diabetes, en el que LRP/LR y/o el fragmento del mismo son para la administracion a una célula diana de un sujeto
que lo necesita.

La composicién farmacéutica en la que LRP/LR esta encapsulado proporcionando un medio de administracion.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante de manera que, en uso, en la célula diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (API).

LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2, o comprende un fragmento del mismo como se expone en el primer y segundo aspectos aqui
anteriormente.

Segun un quinto aspecto de esta descripcién, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
agente de transfeccién para expresar precursor de receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de
alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, y un vehiculo, la composicion farmacéutica para uso en el
tratamiento y/o prevencién de aterosclerosis y/u obesidad y/o resistencia a insulina y/o diabetes.

La composicion farmacéutica en la que el agente de transfeccién esta encapsulado proporcionando un medio de
administracion.
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La composicién farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante de manera que, en uso, en la célula diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

La composicion farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (API).

El sujeto puede ser un ser humano, animal, reptil, ave o anfibio. Tipicamente, el sujeto puede ser un ser humano y/o
animal, preferiblemente un ser humano.

LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2, o comprende un fragmento del mismo como se expone en el primer y segundo aspectos aqui
anteriormente.

El agente de transfeccién puede ser plasmido pClneo-moLRP::FLAG.

Segln un sexto aspecto, sin embargo no reivindicado, de esta descripcién, se proporciona un método para tratar y/o
prevenir aterosclerosis y/u obesidad y/o resistencia a insulina y/o diabetes, incluyendo el método las siguientes
etapas:

(i}. transfectar la célula para producir precursor de receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina
de alta afinidad (LRP/LR}, y/o un fragmento del mismo; o

(ii). proporcionar a la célula LRP/LR y/o fragmentos del mismo,

de manera que, en uso, se proporciona una disminucién en la concentracion de lipidos en una célula diana tratando
y/o0 previniendo en ella aterosclerosis y/o resistencia a insulina y/o diabetes.

El agente de transfeccion y/o el LRP/LR y/o el fragmento de LRP/LR son agentes biofarmacéuticos.

La etapa de transfectar puede incluir encapsular un agente de transfeccién para la administracion especifica del sitio
a la célula, y la etapa de proporcionar puede incluir encapsular el LRP/LR para la administracién especifica del sitio
a la célula.

La encapsulacién puede ser por medio de nanoparticulas para formar un medio de administracion para el agente de
transfeccion y/o el LRP/LR. Las nanoparticulas pueden funcionalizarse con restos quimicos, bioquimicos o
biologicos para asegurar la administracion especifica del sitio a la célula.

Los restos pueden actuar como ligandos para asegurar la administracién especifica del sitio en la célula.

La célula diana puede ser al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: células endoteliales de vasos
sanguineos, células de musculos lisos de vasos sanguineos, células pancreaticas que incluyen células alfa (a),
células beta (B), células delta () y células gamma (y).

El medio de administracién se puede formular en una composicién farmacéutica, la cual puede incluir ademas un
vehiculo farmacéutico para administracion parenteral o no parenteral al sujeto.

La administracion no parenteral puede incluir al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo:
administracion oral, nasal, rectal, vaginal, éptica y transdérmica. Tipicamente, la administraciéon no parenteral puede
ser oral. La administracion parenteral puede incluir al menos una de administracion intravenosa, subcutanea e
intramuscular. Tipicamente, la administracién parenteral puede ser intravenosa.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante de manera que, en uso, en la célula diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (API).

El sujeto puede ser un ser humano, animal, reptil, ave o anfibio. Tipicamente, el sujeto puede ser un ser humano y/o
animal, preferiblemente un ser humano.

El agente de transfeccion puede ser plasmido pClneo-moLRP::FLAG.
LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o

SEQ ID NO: 2, o un fragmento del mismo como se expone en el primer aspecto de esta descripcion aqui
anteriormente.
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Segln un séptimo aspecto de esta descripcién, se proporciona el uso de (i). precursor del receptor de laminina de 37
kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, o (ii). un agente de
transfeccion para la expresion de LRP/LR, en la fabricacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o
prevencion de aterosclerosis y/u obesidad y/o resistencia a insulina y/o diabetes.

Segln un octavo aspecto de esta descripcion, se proporciona una composicion farmacéutica para la administracion
especifica del sitio de un agente biofarmacéutico a un sitio diana especifico dentro de un ser humano o animal,
incluyendo la composicién farmacéutica:

el agente biofarmacéutico encapsulado por una matriz portadora, de tal manera que, en uso, la matriz portadora
facilita la administracién especifica del sitio del biofarmaco e impide concomitantemente su degradacion antes de
alcanzar, o en, el sitio diana,

en la que el agente biofarmacéutico es al menos uno del siguiente grupo: (i). precursor del receptor de laminina
de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, (ii}. un agente de
transfeccion para la expresion de LRP/LR, y (iii}. un anticuerpo especifico anti-LRP/LR.

El agente biofarmacéutico puede ser adicional o alternativamente cualquier medio para aumentar o disminuir la
expresion de LRP/LR dentro del cuerpo humano o animal. El agente biofarmacéutico puede ser acido nucleico. El
agente biofarmacéutico puede ser, por ejemplo, ARNip y/o ARNhc.

La matriz portadora puede ser una matriz portadora polimérica.
La matriz portadora polimérica puede incluir nanoparticulas poliméricas.
Las nanoparticulas poliméricas pueden incluir polimeros sintéticos o naturales.

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser biodegradables para proporcionar, en uso, un riesgo reducido de una
respuesta inmunogénica a dichas nanoparticulas poliméricas.

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser biocompatibles para mitigar el riesgo de cualquier respuesta
inmunogénica a dichas nanoparticulas poliméricas.

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser estimulos sensibles de tal manera que, en uso, las nanoparticulas
experimentan un cambio conformacional tras la exposicion a ciertos estimulos para facilitar la provision del agente
biofarmacéutico a su sitio diana. Las nanoparticulas pueden ser sensibles a estimulos que incluyen, por ejemplo: pH,
temperatura, y corriente eléctrica.

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser hidréfobas o hidréfilas, dependiendo del sitio diana especifico.

Las nanoparticulas poliméricas pueden estar reticuladas. Tipicamente, para la reticulacién se usa un agente de
reticulacion. Sin embargo, la reticulacién puede tener lugar por medio de irradiacion ultravioleta (U.V.).

Las nanoparticulas poliméricas pueden estar liofilizadas. La liofilizaciéon proporciona tipicamente porosidad para
facilitar la difusion del biofarmaco lejos de la capsula de nanoparticulas y al sitio diana.

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser una cualquiera o0 méas seleccionada, pero sin limitarse a, del siguiente
grupo: eudragit, goma arabiga, carragenina, celulosa, hidroxipropilcelulosa (HPC), metilcelulosa (MC),
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), quitina, pectina, amilopectina, caucho
natural, polietileno, polipropileno, poliestireno, poliamida, poliacrilonitrilo, cloruro de polivinilo, alcohol polivinilico
(PVA), polietilenglicol (PEG), oxido de polietieno (PEG), poli(D-lactida) (PDLA), &cido polilactico (PLLA),
poligalacturonato, metilcelulosa (poliacetales), poli(e-caprolactona), fosfolipidos, polisacaridos, polisacaridos
polianiénicos, carboximetilcelulosa, carboximetilamilosa, condroitin-6-sulfato, sulfato de dermatano, heparina, sulfato
de heparina, poli(metilacrilato de hidroxietilo), colageno, fibrindégeno, albimina, fibrina, acrilamida, copolimeros a
base de hidroxipropilmetacrilamida, poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida) (pNIPAAm), polivinilpirrolidona,
poli(acido metacrilico-g-etilenglicol), poli(N-2-hidroxipropilmetacrilamida), poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido
lactico) (PLA), quitosano, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (HEMA), polifazeno, fosforilcolina, acido hialurénico (HA),
metacrilato de hidroxietilo (HEMA), metilen-bis-acrilamida (MBAAm), poli(acido acrilico) (PAAc), poliacrilamida
(PAAm), poliacrilonitrilo (PAN), oxido de polibutileno (PBO), policaprolactona (PCL), polietilenimina (PEI),
poliimetacrilato de etilo) (PEMA), fumarato de propileno (PF), poli(metacrilato de glucosiletilo) (PGEMA),
poli(hidroxibutirato) (PHB), poli(metacrilato de hidroxietilo) (PHEMA), poli(hidroxipropilmetacrilamida) (PHPMA),
poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(N-vinilpirrolidona) (PNVP), 6xido de polipropileno (PPO), poli(acetato de
vinilo} (PVAc), poli(vinilamina), sulfato de condroitina, sulfato de dextrano, polilisina, gelatina, carboximetilquitina,
dextrano, agarosa, pululano, poliésteres, PEG-PLA-PEG, PEG-PLGA-PEG, PEG-PCL-PEG, PLA-PEG-PLA, poli(PF-
co-EG), poli(tereftalato de PEG/PBO), PEG-bis-(acrilato de PLA), PEG6CD, PEG-g-poli(AAm-co-vinilamina),
poli(NIPAAm-co-AAc), poli(NIPAAm-co-EMA), PNVP, poli(MMA-co-HEMA), poli(AN-co-sulfonato de alilo),
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poli(biscarboxi-fenoxi-fosfaceno), poli(sulfato de GEMA), poli(PEG-co-péptidos), alginato-g-(PEO-PPO-PEO),
poli(PLGA-co-serina), acrilato de colageno, alginato, acrilato de alginato, poli(HPMA-g-péptido), HA-g-NIPAAm, y
poli(vinil metil éter) (PVME), y/o derivados de uno cualquiera o mas de los mencionados anteriormente.

En un ejemplo de realizacién de la descripcién, las nanoparticulas poliméricas pueden ser nanoparticulas de
poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA).

PLGA es biodegradable, biocompatible, y puede atravesar la barrera hematoencefalica (BBB).

Las nanoparticulas se pueden funcionalizar con un primer grupo funcional. El primer grupo funcional puede ser al
menos uno de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: restos quimicos, bioquimicos y biolégicos.

Los restos quimicos pueden incluir restos organicos, inorganicos, o una combinacién de restos organicos e
inorganicos.

Los restos bioguimicos pueden incluir al menos uno de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: aminoacidos,
péptidos, polipéptidos, oligopéptidos, proteinas, enzimas, anticuerpos, o secuencias de ARN o ADN que codifican
uno cualquiera de los mencionados anteriormente.

Tipicamente, el primer grupo funcional, en uso, actia como un ligando para facilitar la administracion especifica del
sitio de la composicion farmacéutica. Debe entenderse que los grupos funcionales pueden diferir dependiendo del
sitio diana. En uso, el primer grupo funcional se enlaza con, 0 se une a, 0 se conjuga con, 0 se asocia con, el sitio
diana.

Adicional o alternativamente, se proporciona en el biofarmaco para incluir al menos un segundo grupo funcional.

El segundo grupo funcional puede ser al menos uno de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: restos quimicos,
bioguimicos y biologicos. De esta manera, no solo las nanoparticulas ayudaran a la administracion especifica del
sitio, sino que el biofarmaco también ayudara a la administracién especifica de sitio.

Los restos quimicos pueden incluir restos organicos, inorganicos, o una combinacién de restos organicos e
inorganicos.

Los restos bioguimicos pueden incluir al menos uno de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: aminoacidos,
péptidos, polipéptidos, oligopéptidos, proteinas, enzimas, anticuerpos, y secuencias de ARN o ADN que codifican
uno cualquiera de los mencionados anteriormente. En uso, el segundo grupo funcional se enlaza con, 0 se une a, o
conjuga con, 0 se asocia con, el sitio diana.

El sitio diana especifico puede ser una célula, que incluye al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo:
células cerebrales, células endoteliales de vasos sanguineos, células de musculos lisos de vasos sanguineos,
células pancreaticas que incluyen células alfa (a), células beta (B), células delta () y gamma (y).

La composicion farmacéutica puede incluir ademas un vehiculo farmacéutico para administracién parenteral o no
parenteral al sujeto.

La administracién no parenteral puede incluir al menos una de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo:
administracién oral, nasal, rectal, vaginal, 6ptica y transdérmica. Tipicamente, la administracién no parenteral puede
ser oral.

La administracion parenteral puede incluir al menos una de administracion intravenosa, subcutanea e intramuscular.
Tipicamente, la administracion parenteral puede ser intravenosa.

La composicion farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante de manera que, en uso, en el sitio diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

La composicion farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (APIl). El ingrediente
farmacéutico activo (API) puede incluirse para tratar y/o prevenir afecciones comoérbidas tales como, pero sin
limitarse a: inflamacion y dolor.

El API puede ser al menos uno de, pero sin limitarse a, el siguiente grupo: enfuvirtida; octreotida; ciclosporina;
insulina; glucagén; péptido-1 similar a glucagon (GLP-1); antibidticos que incluyen ciprofloxacina u otras
fluoroquinolonas; antibiéticos peptidicos tales como polimixina y colistina; sueroalbimina bovina (BSA); felodipina,
nimodipina; interferén beta; calcitonina de salmén; calcitonina de anguila; calcitonina de pollo; calcitonina de rata;
calcitonina humana; calcitonina porcina, o cualquier variante génica de calcitonina; hormona paratiroidea; analogo de
hormona paratiroidea PTH 1-31NH2; analogo de hormona paratiroidea PTH 1-34NHz2; insulina de cualquier variante
génica; vasopresina; desmopresina; buserelina; factor liberador de hormona luteinizante; eritropoyetina; activadores
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del plasminégeno tisular; factor de crecimiento humano; adrenocorticotropina; diversas interleucinas; encefalina;
etanercept; adalimumab; rituximab; infliximab; abatacept; traztuzumab; feglimicina; heparina; asi como otras vacunas
conocidas.

El API también puede ser un analgésico tal como acetaminofeno o un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE).
Los AINE incluyen aspirina (Anacin, Ascriptin, Bayer, Bufferin, Ecotrin, Excedrin), salicilatos de colina y magnesio
(CMT, Tricosal, Trilisate), salicilato de colina (Arthropan), celecoxib (Celebrex), diclofenaco potasico (Cataflam),
diclofenaco sédico (Voltaren, Voltaren XR), diclofenaco sodico con misoprostol (Arthrotec), diflunisal (Dolobid),
etodolaco (Lodine, Lodine XL), fenoprofeno calcico (Nalfon), flurbiprofeno (Ansaid), ibuprofeno (Advil, Motrina,
Motrina IB, Nuprin), indometacina (Indocin, Indocin SR), ketoprofeno (Actron, Orudis, Orudis KT, Oruvail), salicilato
de magnesio (Arthritab, Bayer Select, Doan’s Pills, Magan, Mobidin, Mobogesic), meclofenamato de sodio
(Meclomen), acido mefenamico (Ponstel), meloxicam (Mobic), nabumetona (Relafen), naproxeno (Naprosyn,
Naprelan), naproxeno sodico (Aleve, Anaprox), oxaprozina (Daypro), piroxicam (Feldene), rofecoxib (Vioxx),
salsalato (Amigesic, Anaflex 750, Disalcid, Marthritic, Mono-Gesic, Salflex, Salsitab), salicilato sodico (diversos
genéricos), sulindaco (Clinoril), tolmetina soédica (Tolectin) y Valdecoxib (Bextra).

La composicién farmacéutica puede comprender ademas un inhibidor de citocromo P450 3A4 (CYP3A4). El inhibidor
del citocromo P450 3A4 (CYP3A4) se puede seleccionar del grupo que consiste en polietilenglicol, poliamina,
polimetacrilato de metilo, y derivados de los mismos, en el que el inhibidor esta presente en una cantidad que es
eficaz para inhibir sustancialmente el biofarmaco y/o el APl de ser metabolizado presistémicamente dando como
resultado una mayor biodisponibilidad del biofarmaco y/o API.

La composicién farmacéutica puede comprender ademas un inhibidor de la bomba de eflujo de P-glicoproteina (P-
gp).

En cierta realizacién, en la que la composicién farmacéutica se formula para administracién oral, la composicién
farmacéutica puede incluir ademas un revestimiento a su alrededor, preferiblemente un revestimiento entérico. El
recubrimiento, en uso, evita la degradacion del agente biofarmacéutico en el estémago.

El recubrimiento puede incluir el inhibidor del citocromo P450 3A4 (CYP3A4) y/o el inhibidor de la bomba de eflujo de
P-glucoproteina (P-gp).

El agente de transfeccion puede ser plasmido pClneo-moLRP::FLAG.

Debe entenderse que se pueden usar otros agentes de transfeccion. Se entiende que FLAG es una etiqueta
particular, y podria sustituirse por otras etiquetas si es necesario.

El anticuerpo especifico anti-LRP/LR puede incluir igG1-iS18. Debe entenderse que igG1-iS18 esta disponible
comercialmente.

LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2, o comprende un fragmento del mismo como se expone en SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5.

LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas que tienen al menos un 80 % de
homologia con las secuencias como se exponen en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, o un fragmento de las mismas.

LRP/LR puede comprender homologos o fragmentos de los mismos, y homoélogos de los fragmentos, en los que
LRP/LR puede comprender un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 o
SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 1 puede ser una secuencia de péptido/proteina para LRP/LR humano y puede tener la siguiente
secuencia:

MSGALDVLQMKEEDVLKFLAAGTHLGGTNLDFQMEQYIYKRKSDGIYIINLKRTWEKLLL
AARAIVAIENPADVSVISSRNTGQRAVLKFAAATGATPIAGRFTPGTFTNQIQAAFREPR
LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRYVDIATPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA
TOPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTDWS

SEQ ID NO: 2 puede ser una secuencia de péptido/proteina para LRP/LR de raton (Mus musculus) y puede tener

la siguiente secuencia:
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MSGALDVLOQMKEEDVLKFLAAGTHLGGTNLDFOMEQYTYKRKSDGI YIINLKRTWEKLLL
AARAIVAIENPADVSVISSRNTGQRAVLKFAAATGATPIAGRFTPGTFTNQIQAAFREPR
LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRYVDIAIPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA
AQPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTEWS
Debe entenderse que LRP/LR esta muy conservado, y los homologos o fragmentos de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:
2, y/u homoélogos de los fragmentos, también se pueden utilizar para realizar la descripcion descrita, ilustrada y/o
ejemplificada aqui.
La secuencia de péptido/proteina de LRP/LR, o un homélogo o fragmento del mismo, o un homoélogo del fragmento,
se puede ligar a, o enlazar con, 0 unir a, 0 conjugar con, 0 asociar con una secuencia de proteina, secuencia de
aminoacidos, péptido, proteina, o anticuerpo adicional.
Alternativa y/o adicionalmente, la secuencia de péptido/proteina de LRP/LR puede formar parte de una secuencia de
péptido/proteina méas grande y/o mas larga. En una cierta realizacion de la invencién, LRP/LR se puede ligar a, o
enlazar con, o unir a, o conjugar con, o asociar con la proteina FLAG, tal como de manera que, en uso, la LRP/LR se
puede etiquetar con FLAG. La proteina FLAG puede incluir una secuencia de péptido/proteina que incluye al menos
un motivo de secuencia DYKDDDDK (SEQ ID NO: 3). El solicitante contempla emplear otras etiquetas.
El fragmento del listado de secuencias de péptidos/proteinas se expone en SEQ ID NO: 4, que corresponde a un
fragmento de SEQ ID NO: 1 de 102 a 295, y/o en SEQ ID NO: 5, que corresponde a un fragmento de SEQ ID NO: 2
de 102 a 295.

SEQ ID NO: 4 puede ser una secuencia de péptido/proteina para un fragmento de LRP/LR humano, y puede
tener la siguiente secuencia:

RFTPGTFTNQIQAAFREPR
LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRY VDIAIPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA
TQPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTDWS

SEQ ID NO: 5 puede ser una secuencia de péptido/proteina para un fragmento de LRP/LR de ratén, y puede
tener la siguiente secuencia:

RFTPGTFTNQIQAAFREPR
LLVVTDPRADHQPLTEASYVNLPTIALCNTDSPLRY VDIAIPCNNKGAHSVGLMWWMLAR
EVLRMRGTISREHPWEVMPDLYFYRDPEEIEKEEQAAAEKAVTKEEFQGEWTAPAPEFTA
AQPEVADWSEGVQVPSVPIQQFPTEDWSAQPATEDWSAAPTAQATEWVGATTEWS.

BREVE DESCRIPCION

A continuacién se describiran realizaciones de la descripcién a titulo de ejemplo solamente y con referencia a los
dibujos que se acompaifan, en los que:

Figura 1 muestra en el Ejemplo 1 la sobreexpresién de LRP::FLAG en células THP-1;

Figura 2 muestra en el Ejemplo 1 que la sobreexpresién de LRP::FLAG aumento significativamente la actividad
telomerasa en células THP-1 tanto tratadas con oxLDL como no tratadas;

Figura 3 muestra en el Ejemplo 1 que la sobreexpresién de LRP::FLAG aumenta la viabilidad celular en células
THP-1 tratadas con oxLDL;

Figura 4 muestra en el Ejemplo 1 el ADN extraido que se resolvié mediante electroforesis en gel de agarosa
para determinar los efectos de la sobreexpresion de LRP::FLAG sobre la fragmentacién del ADN;
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Figura 5 muestra en el Ejemplo 1 que la sobreexpresion de LRP::FLAG disminuyd significativamente la
captacioén de lipidos oxLDL por las células THP-1;

Figura 6 muestra en el Ejemplo 2 la sobreexpresion de LRP::FLAG en células THP-1 usando transferencia
Western;
Figura 7 muestra en el Ejemplo 2 que la sobreexpresién de LRP::FLAG aumento significativamente la actividad

telomerasa en células THP-1 que imitan el estado diabético;

Figura 8 muestra en el Ejemplo 2 que la sobreexpresion de LRP::FLAG disminuyé significativamente el
contenido de lipidos en células THP-1 que imitan el estado diabético de tipo Il; y

Figura 9 muestra en el Ejemplo 2 que la sobreexpresién de LRP::FLAG indujo un aumento en la captacién de
glucosa en células THP-1 que imitan el estado diabético.

DESCRIPCION DETALLADA

El contenido del Sumario anterior se repite completamente aqui a modo de referencia y para evitar la repeticién
innecesaria. Sin embargo, se proporcionan aqui aspectos no limitativos de la descripcién para incluir un agente
biofarmacéutico que incluye un precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta
afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, para uso en el tratamiento y/o prevencion de aterosclerosis y/u
obesidad y/o resistencia a insulina y/o diabetes, en el que LRP/LR, y/o el fragmento del mismo, son para la
administracién a una célula diana de un sujeto que lo necesita, y en el que la célula diana es al menos una del
siguiente grupo: células endoteliales de los vasos sanguineos, células de los musculos lisos de los vasos
sanguineos, células pancreaticas que incluyen células alfa (a), células beta (), células delta (3) y células gamma
(v)- En uso, el agente biofarmacéutico reduce el contenido de lipidos en la célula diana.

Un ejemplo de un aspecto incluye un agente biofarmacéutico que incluye un precursor del receptor de laminina de
37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, para uso en el
tratamiento y/o prevencién de aterosclerosis, en el que LRP/LR, y/o el fragmento del mismo, son para la
administracién a una célula diana de un sujeto que lo necesita, y en el que la célula diana es al menos una del
siguiente grupo: células endoteliales de vasos sanguineos y células de misculos lisos de vasos sanguineos. En uso,
el agente biofarmacéutico reduce el contenido de lipidos en la célula diana.

Otro ejemplo de un aspecto incluye un agente biofarmacéutico que incluye un precursor del receptor de laminina de
37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, para uso en el
tratamiento y/o prevencién de obesidad y/o resistencia a insulina y/o diabetes, en el que LRP/LR, y/o el fragmento
del mismo, son para la administracién a una célula diana de un sujeto que lo necesita, y en el que la célula diana es
al menos uno del siguiente grupo: células pancreaticas que incluyen células alfa (a), células beta (B), células delta
(d) y células gamma (y). En uso, el agente biofarmacéutico reduce el contenido de lipidos en la célula diana.

LRP/LR esta encapsulado tipicamente en un medio de administracion que comprende nanoparticulas, estando
preferiblemente las nanoparticulas funcionalizadas con restos quimicos, bioquimicos o biolégicos para asegurar la
administracién especifica del sitio a la célula diana, en el que los restos actlan como ligandos para asegurar el
suministro especifico del sitio en la célula diana. El medio de administracion se puede formular en una composicién
farmacéutica, la cual incluye un vehiculo farmacéutico para la administracion parenteral o no parenteral al sujeto.

La composicion farmacéutica puede incluir ademas un ingrediente farmacéutico activo (API). El API puede tratar
aterosclerosis y/u obesidad y/o resistencia a insulina y/o diabetes, y/o afecciones comérbidas de las mismas.

La composicién farmacéutica puede incluir ademas un antioxidante de manera que, en uso, en la célula diana el
antioxidante elimina especies de oxigeno reactivas.

LRP/LR tipicamente comprende un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en la SEQ ID NO:
1 0 la SEQ ID NO: 2, o comprende un fragmento del mismo como se expone en la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 5.

La LRP/LR puede formar parte de un agente de transfeccion para expresar un precursor de receptor de laminina de
37 kDa/67 kDa / receptor de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, preferiblemente el
agente de transfeccién es plasmido pClneo-moLRP::FLAG. En otras palabras, se puede usar un agente de
transfeccion para regular positivamente LRP/LR.

Las nanoparticulas son tipicamente nanoparticulas poliméricas y biodegradables para proporcionar, en uso, un
riesgo reducido de una respuesta inmunogénica a dichas nanoparticulas poliméricas, y ademas en las que las
nanoparticulas poliméricas son biocompatibles para mitigar el riesgo de cualquier respuesta inmunogénica a dichas
nanoparticulas poliméricas, y ademas en las que dichas nanoparticulas poliméricas son uno o més seleccionados
del siguiente grupo: eudragit, goma arabiga, carragenina, celulosa, hidroxipropilcelulosa (HPC), metilcelulosa (MC),

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983427713

hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), quitina, pectina, amilopectina, caucho
natural, polietileno, polipropileno, poliestireno, poliamida, poliacrilonitrilo, cloruro de polivinilo, alcohol polivinilico
(PVA), polietilenglicol (PEG), oxido de polietieno (PEG), poli(D-lactida) (PDLA), &cido polilactico (PLLA),
poligalacturonato, metilcelulosa (poliacetales), poli(e-caprolactona), fosfolipidos, polisacaridos, polisacaridos
polianiénicos, carboximetilcelulosa, carboximetilamilosa, condroitin-6-sulfato, sulfato de dermatano, heparina, sulfato
de heparina, poli(metilacrilato de hidroxietilo), colageno, fibrinégeno, albumina, fibrina, acrilamida, copolimeros a
base de hidroxipropilmetacrilamida, poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida) (pNIPAAm), polivinilpirrolidona,
poli(acido metacrilico-g-etilenglicol), poli(N-2-hidroxipropilmetacrilamida), poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido
lactico) (PLA), quitosano, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (HEMA), polifazeno, fosforilcolina, acido hialurénico (HA),
metacrilato de hidroxietilo (HEMA), metilen-bis-acrilamida (MBAAm), poli(acido acrilico) (PAAc), poliacrilamida
(PAAm), poliacrilonitrilo (PAN), oxido de polibutileno (PBO), policaprolactona (PCL), polietilenimina (PEI),
poliimetacrilato de etilo) (PEMA), fumarato de propileno (PF), poli(metacrilato de glucosiletilo) (PGEMA),
poli(hidroxibutirato) (PHB), poli(metacrilato de hidroxietilo) (PHEMA), poli(hidroxipropilmetacrilamida) (PHPMA),
poliimetacrilato de metilo) (PMMA), poli(N-vinilpirrolidona) (PNVP), 6xido de polipropileno (PPO), poli(acetato de
vinilo} (PVAc), poli(vinilamina), sulfato de condroitina, sulfato de dextrano, polilisina, gelatina, carboximetilquitina,
dextrano, agarosa, pululano, poliésteres, PEG-PLA-PEG, PEG-PLGA-PEG, PEG-PCL-PEG, PLA-PEG-PLA, poli(PF-
co-EG), poli(tereftalato de PEG/PBO), PEG-bis-(acrilato de PLA), PEG6CD, PEG-g-poli(AAm-co-vinilamina),
poli(NIPAAm-co-AAc), poli(NIPAAm-co-EMA), PNVP, poli(MMA-co-HEMA), poli(AN-co-sulfonato de alilo),
poli(biscarboxi-fenoxi-fosfaceno), poli(sulfato de GEMA), poli(PEG-co-péptidos), alginato-g-(PEO-PPO-PEO),
poli(PLGA-co-serina), acrilato de colageno, alginato, acrilato de alginato, poli(HPMA-g-péptido), HA-g-NIPAAm, y
poli(vinil metil éter) (PVME), y/o derivados de uno cualquiera o mas de los mencionados anteriormente.

Tipicamente, el medio de administracion se formula para su administracion oral, e incluye al menos parcialmente a
su alrededor un revestimiento que incluye un inhibidor de citocromo P450 3A4 (CYP3A4) seleccionado del grupo que
consiste en polietilenglicol, poliamina, polimetacrilato de metilo y derivados de los mismos, y en el que el
revestimiento incluye ademas un inhibidor de la bomba de eflujo de P-glucoproteina (P-gp).

El agente de transfeccion y/o el LRP/LR y/o el fragmento de LRP/LR sustancialmente como se describen aqui son
todos ellos ejemplos de agentes biofarmacéuticos empleados como parte de esta descripcion. Debe entenderse que
LRP/LR esta muy conservado, y también pueden utilizarse homélogos o fragmentos de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:
2, y/u homologos de los fragmentos, a fin de realizar la descripcidn descrita, ilustrada y/o ejemplificada aqui.

También se pueden emplear secuencias sustancialmente idénticas. Como se usa aqui, una secuencia
sustancialmente idéntica es una secuencia de aminoacidos o nucleétida que difiere de una secuencia de referencia
s6lo en una o mas sustituciones conservativas, o en una o mas sustituciones, deleciones o inserciones no
conservativas ubicadas en posiciones de la secuencia que no destruyen o reducen sustancialmente la actividad de
uno o mas de los polipéptidos expresados o de los polipéptidos codificados por las moléculas de acido nucleico.

En los ejemplos a continuacion, el agente de transfeccion es el plasmido pClneo-moLRP::FLAG. Debe entenderse
que se contempla por el solicitante otro agente de transfeccién para su uso en el aumento de la expresién de
LRP/LR en las células diana. Realizaciones ejemplares detalladas de la descripcion, que no limitan el alcance de la
descripcion, se proporcionan aqui a continuacién como Ejemplos 1y 2.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 - aterosclerosis

Materiales y métodos

Cultivo celular para células THP-1 (monocitos leucémicos humanos)

Para todos los procedimientos experimentales llevados a cabo, se usé la linea celular de monocitos humanos (THP-
1). Esta linea celular se escogi6é por su capacidad para captar facilmente oxLDL (lipoproteina de baja densidad
oxidada) y convertirse en células espumosas, que es el componente principal de las placas ateroscleroticas. Se usé
medio RPMI con15 % de suero fetal bovino (FBS), 1 % de aminoacidos no esenciales MEM, para proporcionar los
nutrientes esenciales para cultivar tanto células THP-1 no transfectadas como transfectadas. Ademas, se us6 2 %
de penicilina/estreptomicina en un intento por prevenir la contaminacién bacteriana. Las células THP-1 crecen tanto
adherentemente como en suspension, y por lo tanto requieren medios extra para crecer; por lo tanto, estas células
se cultivaron en un matraz de 5 ml usando 15 ml de medios. Las células se almacenaron en una incubadora
preestablecida a 37 °C con CO2 a 5 %, con el fin de imitar las condiciones in vivo presentes en el cuerpo humano.
Los cambios en medio se realizaron de dos a tres veces a la semana. Adicionalmente, cuando los matraces
alcanzaron una confluencia de aproximadamente 70-80 %, se realiz6 una division 1:10.

Para los cambios de medio y las pasadas celulares, los matraces se rasparon suavemente usando un raspador de

células, y el medio se coloco en tubos de centrifuga y se centrifugd durante 10 minutos a 4000 rpm. El medio antiguo
se desechd, y el pelete se resuspendié en 2 ml de disolucién salina amortiguada con fosfato de Dulbecco (D-PBS),
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con el fin de eliminar los desechos, y se centrifugd a 4000 rpm durante otros 10 minutos. El pelete se resuspendié
después en 1 ml de medio, y si la confluencia estaba por debajo de 70 %, el 1 ml completo se puso de nuevo en el
matraz. En matraces confluentes, las células se dividieron en una relacién de 1:10. El resto de las células se
peletizaron y resuspendieron en 90 % de FBS con 10 %de DMSO, y se congelaron a -80 °C como disoluciones
madre.

Sobreexpresién de LRP::FLAG y tratamiento de células THP-1

Con el fin de sobreexpresar LRP::FLAG, las células THP-1 se transfectaron con el plasmido pClneo-moLRP::FLAG
usando el kit y el protocolo de transfeccion Xfect. Para la transfeccién, se escogieron matraces que estaban a
aproximadamente 70 % de confluencia. Brevemente, se afiadié amortiguador de reaccion Xfect a 5 ug del plasmido
pClneo-moLRP::FLAG con el fin de preparar 100 yl de muestra. Después, se afiadieron 1,5 pl de polimero Xfect a la
mezcla, y los reactivos se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para permitir que se formaran los
complejos de nanoparticulas. La mezcla de reaccion se afiadié entonces gota a gota al matraz. Las células se
trataron con 10 pl de geneticina (50 mg/ml) una vez cada 3 semanas con el fin de promover la transcripcién del
plasmido y asegurar que se habia producido la transfeccion.

Para inducir la formacién de placas ateroscleréticas, las células THP-1 se trataron con oxLDL (Bio-Rad). En
resumen, las células no transfectadas y transfectadas se sembraron en placas de 6, 48 o 96 pocillos, y se dejaron
recuperar y crecer durante 24-48 horas. Cuando las células alcanzaron una confluencia de 70-80 %, se afiadié un
tratamiento que consistia en 50 ug/ul de oxLDL a cada pocillo de las placas respectivas, y las células se incubaron
durante 48 horas. Después, las células de cada pocillo se recogieron como peletes, 0 se realizaron experimentos en
los pocillos. Para cada experimento, se usaron los siguientes tratamientos: no transfectadas no tratadas,
transfectadas no tratadas, no transfectadas tratadas, y transfectadas tratadas.

Ensayo de proteinas Bicinchoninic acid™ (BCA)

El ensayo BCA se realiz6 para obtener la concentracion de proteina extraida de cada tratamiento celular y asegurar
una carga igual para la transferencia Western. Para esta técnica, las células de los matraces que eran
aproximadamente 70 % confluentes se rasparon y centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. Los peletes se
resuspendieron entonces en amortiguador de lisis RIPA (que consistia en Tris-HCI 50 mM a pH 7,4, mezclado con
NaCl 50 mM, EDTA 2 mM, y 0,1 % de SDS). El SDS en el amortiguador linealiza las proteinas extraidas y
proporciona una carga negativa proporcional a la masa molecular de la proteina. A continuacién, se cargaron 5 ul de
cada lisado, junto con 20 pl de agua destilada, en una placa de 96 pocillos. Adicionalmente, se cargaron 25 pl de un
conjunto de patrones (0 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/mly 1 mg/ml), constituidos por diluciones en
serie (1:10) de sueroalbimina bovina (BSA). Esto se hizo para construir una curva patron, que se utilizé para
determinar la concentracion de proteina de los lisados desconocidos. Después, se afiadieron a cada pocillo 200 pl
de una mezcla de acido bicinconinico y sulfato de cobre (930 pl: 30 pl), y la placa se incubd a 37 °C durante 30
minutos. Esto permitié que los enlaces peptidicos redujeran el Cu?* hasta Cu* con el fin de producir un cambio de
color proporcional a la cantidad de proteina presente. Se us6 el lector de placas Sunrise Teccan ELISA para medir el
cambio de color a 562 nm, y la concentracién de las muestras se obtuvo a partir de la curva patrén.

Transferencia Western y SDS-PAGE

Se usa SDS PAGE y transferencia Western para la deteccion inmunolégica y cuantificacion de proteinas. Es una
técnica bien establecida que es simple de usar y es particularmente Gtil en este estudio ya que permite la deteccién
de LRP::FLAG para confirmar la transfeccion. Ademas, es util para detectar cambios en los marcadores de CVD en
células que sobreexpresan LRP::FLAG, y por esta razén se escogié por encima de otras técnicas de deteccion de
proteinas. Los inconvenientes de esta técnica incluyen el potencial de unién no especifica de anticuerpos, la longitud
del procedimiento, y que puede verse afectada por contaminantes. La técnica hace uso de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), seguido de transferencia sobre una membrana de PVDF y
deteccién con un complejo de anticuerpo especifico que se dirige contra la proteina de interés. El LRP::FLAG y el
control de carga de B-actina, que se extrajo de las células THP-1, se diluyeron hasta una concentracién final de 100
pl/ml. Esto permitié una separacién igual y precisa de la proteina durante la SDS-PAGE.

SDS-PAGE

Se realiz6 SDS-PAGE con el fin de linealizar y separar las diferentes proteinas basandose en su masa molecular. El
SDS del amortiguador RIPA se une proporcionalmente al tamafio de las proteinas, dandoles una relacién de carga a
masa igual y permitiendo que se separen Unicamente basandose en su tamafio molecular. Esto permite la deteccién
precisa de proteinas con pesos moleculares conocidos usando un marcador de peso molecular. Se preparé un gel
de poliacrilamida al 10 % en dos partes. En primer lugar, el gel de separacion se obtuvo mezclando 4,8 ml de agua
destilada, 2,5 ml de acrilamida al 40 %, 2,5 ml de amortiguador de separacion (187 g de base Tris, pH 8,8, y SDS al
0,4 % en 1 litro de agua destilada), 100 pl de SDS al 10 %, y 100 pl de APS al 3 %, y 5 pl de TEMED. Esto se afiadio
después a las placas y se dej6 polimerizar. Después, el gel de apilamiento se preparé afiadiendo 3,65 ml de agua
destilada a 625 pl de acrilamida al 40 %, 625 ul de amortiguador de apilamiento (60,5 g de base Tris, pH 6,8, y SDS
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al 4 % en 1 litro de agua destilada), 50 pl de SDS al 10 %, y 50 ul de APS y 5 ul de TEMED. Esto se afiadi6 en la
parte superior del gel de separacion, se insertd un peine, y se dej6 polimerizar el gel. El gel de apilamiento permitié
que las proteinas se acumularan en una dnica banda en el fondo del pocillo, mientras que el gel de separacion
permitié la separaciéon de las diferentes proteinas como bandas individuales a lo largo del gel. El lisado de la
extraccion se mezcld después con colorante de carga, y las muestras se incubaron a 95 °C durante 5 minutos, para
permitir que el colorante se intercalara con las proteinas. Después, se cargaron 5 ul de cada muestra y un marcador
de peso molecular en los pocillos. Las proteinas se separaron a 120 V en amortiguador de pasada hasta que el
frente de colorante estaba aproximadamente a 1 cm del fondo del gel (aproximadamente 45 minutos).

Transferencia Western

Después de separar las proteinas, se transfirieron a una membrana de PVDF, en la que se pudieron incubar con los
anticuerpos apropiados (tabla 5.4.1). En primer lugar, la membrana se colocé en metanol (para activar) y después,
junto con papel secante, se colocé en amortiguador de transferencia (para equilibrar). Después, la membrana, con el
gel colocado en la parte superior, se colocod entre el papel secante, que se colocé en el aparato secante de
transferencia semiseca, y se realizé la electrotransferencia a 120 V durante 45 minutos. Una vez completada la
transferencia, la membrana de PVDF se bloqueé con 10 ml de BSA al 3 %, para evitar la unién de anticuerpos no
especificos. La membrana se incubd entonces con el anticuerpo primario apropiado (tabla 5.4.1) a 4 °C durante la
noche. Después, se realizaron cinco lavados con PBS-tween durante 5 minutos cada uno. La membrana se incub6
con el anticuerpo secundario apropiado, si es aplicable (tabla 5.4.1), y durante una hora a temperatura ambiente. A
continuacién, se hicieron otros cinco lavados. A continuacién, la membrana se incubdé con 4 ml de sustrato
Clearance Western ECL (Bio-Rad) en la oscuridad durante 1 minuto, y después se visualizé con el sistema de
formacion de imagenes ChemiDock (Bio-Rad) en el que se tomaron las iméagenes. El analisis densitométrico permite
la cuantificacion de los niveles de proteina. Sin embargo, la administracién tardia del tratamiento con oxLDL, junto
con la contaminacién constante, dio como resultado una cantidad de tiempo insuficiente para realizar el analisis
densométrico y cuantificar la proteina extraida.

Tabla 5.4.1: Una lista de los anticuerpos primarios y secundarios usados en el protocolo de transferencia Western.

. . . L . . Factor de dilucion para
Proteina diana Anticuerpo primario Anticuerpo secundario ambos anticuerpos.
. Anti-FLAG murino | Anti-IgG murina-HRP .
LRP:FLAG (Sigma-Aldrich®) (Sigma-Aldrich®) 1:4000
o Anti-B-actina-peroxidasa Ninguno de ellos es .
p-actina murino (Sigma-Aldrich®) ninguno 1:10000

Deteccién de la actividad telomerasa

Los telébmeros acortados son un sello distintivo de la CVD, y estan provocados en gran medida debido a la actividad
disminuida de la enzima telomerasa. Se usé qPCR para evaluar el efecto de la sobreexpresion de LRP::FLAG sobre
la actividad de telomerasa en las células tratadas diferencialmente. Se usé el kit de deteccién de telomerasa de
TRAPeze RT® (Merck Millipore™) para extraer telomerasa activa y permitir el alargamiento del sustrato telomérico
con el fin de proporcionar una indicacién relativa de la actividad telomerasa. Esta técnica es muy precisa para
determinar la actividad telomerasa, ya que extiende los sustratos con respecto a la cantidad de proteina disponible, y
por esta razén se escogio la técnica. Las células se sembraron inicialmente en placas de 6 pocillos y se trataron con
oxLDL. Después de 48 horas, los pocillos se peletizaron y se resuspendieron en 200 pl de amortiguador de lisis
Chaps. La muestra se incub6 entonces durante 30 minutos a 4 °C con el fin de extraer la proteina. Después, la
muestra se centrifugé a 12000 rpm durante 20 minutos a 4 °C, y la concentraciéon de proteina se determiné usando
el espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Las muestras de proteina se diluyeron después hasta
500 ng/ul, y se incubaron 30 ul de muestras de proteina durante 20 minutos a 100 °C con el fin de proporcionar un
control negativo tratado térmicamente en el que la telomerasa se desactiva. Una mezcla de control y reaccién se
obtuvo usando agua de grado PCR, Taq polimerasa y mezcla de control o reaccién. En una placa de 96 pocillos, la
mezcla de control se afiadi6é a las muestras tratadas térmicamente y al control negativo de chaps, mientras que la
mezcla de reaccion se afiadi6 a todas las muestras de proteina, los patrones y el control positivo. La placa se cubrié
después con un cubreobjetos, y se colocd en la maquina de gPCR Arya. Se usaron los siguientes parametros: una
etapa de desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95 °C, después 45 ciclos de amplificacién, consistiendo cada uno
en: 10 segundos para la desnaturalizaciéon a 95 °C, 10 segundos para la hibridacion a 58 °C, y 60 segundos para el
alargamiento a 72 °C. Los datos se normalizaron a la curva estandar y se analizaron usando la prueba de la t de
student.

Recuento celular
Se requiere determinar el nimero de células para sembrar una cantidad igual de células para ensayos, tales como el

ensayo MTT y tincion de Oil Red, para obtener datos precisos. Se usé un hemocitémetro para determinar la cantidad
de células necesarias para la siembra. Brevemente, las células se rasparon, y se mezclaron 10 yl de suspension
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celular con 10 pl de azul de tripano filtrado. Después, las células se contaron con un hemocitbmetro, y la
concentracion celular se determin6 usando la ecuacién:

- . . 3 s R D SV L S S SUR S
Concaniracton caluiar sar 16 cwadrados v 107 ¥ Factor de dilueidn

G

La concentracién celular se us6 después para sembrar una concentracion igual de células en cada pocillo de las
placas usadas para asegurar que los datos obtenidos son precisos.

Deteccién de cambios en la viabilidad celular en células que sobreexpresan LRP::FLAG

El ensayo de viabilidad celular de MTT es una técnica bien establecida que se usa para determinar la viabilidad
celular. Este ensayo hace uso de MTT, (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), un producto
quimico que se convierte en formazan insoluble en las mitocondrias de las células vivas (van Meerloo et al.,2011).
Las células tratadas con oxLDL experimentan apoptosis a medida que se convierten en células espumosas
(Wintergerst et al., 2000); de este modo, la deteccidn de |a viabilidad celular puede determinar si la sobreexpresion
de LRP::FLAG rescata las células de la apoptosis. Para este ensayo, se sembraron 8000 células en una placa de 48
pocillos, se trataron con 50 ug/ul de oxLDL, y se incubaron durante 48 horas. Después, se disolvieron 7 mg de MTT
(Duchefa Biochemie) en 1,5 ml de PBS, y después se esterilizaron por filtracién. A continuacion, se afiadieron 100 pl
de la disolucion de MTT 0,5 mg/ml a cada pocillo, y la placa se incub6 a 37 °C durante aproximadamente 3 horas.
Finalmente, los cristales de formazan que se formaron se disolvieron en 250 pul de DMSQ, y los cambios de color se
detectaron a 590 nm usando el lector de placas Sunrise Teccan ELISA. Los datos obtenidos se analizaron usando la
prueba de la tde Student, y después se representaron graficamente en un histograma.

Evaluacion del contenido de lipidos en células que sobreexpresan LRP::FLAG

En las células tratadas, la captaciéon de oxLDL da como resultado un aumento en el contenido de lipidos en las
células debido al resto lipidico de la lipoproteina (Grahame y Schlesinger, 2012). Adicionalmente, oxLDL promueve
la captacion de colesterol y triacilglicerol en las células (Batt et al., 2004). Por lo tanto, la evaluacion del contenido de
lipidos en las células proporciona una posible visién sobre cémo la sobreexpresién de LRP::FLAG afecta a la
captacién de oxLDL, y subsiguientemente a la formacion de placas ateroscleréticas. El kit de tincién de lipidos Qil
Red O de Sigma-Aldrich® tifie los lipidos en las células, permitiendo una medida cuantitativa de oxLDL presente en
las células. Esta técnica es una técnica rapida y sencilla que puede determinar con precision el contenido de lipidos.
Ademas, la tincidn se extrajo con el fin de cuantificar la cantidad de lipido presente, dando una indicacién mas
precisa de los efectos de la sobreexpresion de LRP::FLAG. El inconveniente de esta técnica es que el gran nimero
de lavados requeridos puede eliminar algunas de las células, dando como resultado datos sesgados. Esta técnica se
escogié por encima de otras ya que proporciona datos tanto cualitativos como cuantitativos. Una vez que se obtuvo
el nimero de células usando un hemocitémetro, se sembraron 16000 células transfectadas y no transfectadas en
una placa de 96 pocillos, tratandose los pocillos apropiados con oxLDL e incubandose durante 48 horas. Después,
las células se lavaron con 100 pl de PBS dos veces, y después se incubaron con formalina al 10 % a temperatura
ambiente durante 45 minutos para fijarlas. Después del periodo de incubacion, las células se lavaron dos veces con
agua destilada, seguido de 5 minutos de incubacion con isopropanol al 60 %. A continuacion, se prepard una
disolucién de Oil Red de trabajo de 3 partes de disoluciéon madre y 2 partes de agua destilada, y se afiadieron 200 pl
a cada pocillo, y se incubaron durante 15 minutos. Las células se lavaron 3 veces con agua, y se tomaron imagenes
con un microscopio Optico invertido. Adicionalmente, la tincién se extrajo usando isopropanol al 100 %, y se
cuantific6 a 490 nm con el fin de determinar con precision los cambios en el contenido de lipidos. Los datos
obtenidos se analizaron mediante la prueba de la t de Student, y se representa en un histograma.

Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos durante la experimentacion se sometieron a analisis estadistico critico, usando Microsoft
Excel 2010, para asegurar que los datos eran relevantes y significativos. Ademas, cada experimento se realizo al
menos por triplicado para asegurar la precision de los datos, asi como para calcular la desviacion estandar. Se us6
la prueba de la tde student de dos colas para el analisis a un intervalo de confianza del 95 %. Los valores en los que
*p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos, mientras que los valores en los que **p<0,01 y ***p<0,001
se consideraron altamente significativos.

RESULTADOS

Confirmacion de la sobreexpresion de LRP::FLAG en células THP-1 transfectadas.

Para determinar si LRP/LR tiene un papel potencial en CVD, se transfectaron establemente células THP-1 usando el
plasmido pClneo-moLRP::FLAG con el fin de sobreexpresar LRP::FLAG en las células THP-1. Después de la
transfeccion, se realizé transferencia Western con el fin de confirmar la sobreexpresién de LRP::FLAG (Figura 1). 8-

actina (control de carga) estaba presente tanto en células THP-1 transfectadas como no transfectadas (carriles 1-8),
mientras que LRP::FLAG estaba presente s6lo en las células transfectadas (carriles 5-8), lo que indica que la
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transfeccion fue exitosa y que LRP::IFLAG estaba sobreexpresada. La sobreexpresion de LRP::FLAG por el
plasmido pClneo-LRP::FLAG se evalu6 en células THP-1 transfectadas (carriles 1-4) y no transfectadas (carriles 5-
8). LRP::FLAG se detecté usando el anticuerpo primario murino anti-FLAG y el anticuerpo secundario murino anti-
IgG-HRP, mientras que la B-actina se detect6é usando el anticuerpo murino anti-actina-peroxidasa.

La sobreexpresion de LRP:FLAG aumenta significativamente la actividad telomerasa en células THP-1
transfectadas tratadas con oxLDL

Un factor clave en la CVD es los teldmeros criticamente acortados, que se produce debido al impedimento de la
actividad telomerasa por altos niveles de estrés oxidativo. Para determinar si la sobreexpresién de LRP::FLAG
afectaba posteriormente a la actividad telomerasa, se realizd6 qPCR en células THP-1 transfectadas y no
transfectadas que se trataron con oxLDL. Se observé una disminucién significativa de 57,43 % en la actividad
telomerasa en células tratadas no transfectadas, con respecto a células THP-1 no transfectadas no tratadas.
Ademas, se observd un aumento de 272,72 % y 283,47 % en la actividad telomerasa en las células transfectadas no
tratadas y tratadas respectivamente cuando se compar6 con las células THP-1 no transfectadas y no tratadas
(Figura 2).

El grafico representa los cambios en la actividad telomerasa relativa después de la sobreexpresion de LRP::FLAG.
Los datos se normalizaron para representar el grafico. Se encontré una disminucién significativa de 57,43 % en la
actividad telomerasa en células no transfectadas (azul} cuando se trataron con oxLDL (**p<0,01), mientras que la
actividad telomerasa aumentd significativamente en células que sobreexpresan LRP:FLAG (rojo)
independientemente del tratamiento con oxLDL (**p<0,01). La transfeccion de células aumentd significativamente la
actividad telomerasa en 3,8 veces, lo que indica que LRP::FLAG puede desempefiar un papel en el mantenimiento
de la actividad telomerasa en un entorno de CVD.

La sobreexpresion de LRP::FLAG aumenta significativamente la viabilidad celular en células THP-1 tratadas con
oxLDL

Una de las caracteristicas distintivas de la captacioén de oxLDL en las células es la induccion de apoptosis, y por lo
tanto la viabilidad celular disminuida. Las células se trataron con oxLDL con el fin de imitar un entorno aterosclerético
y estudiar el efecto que la sobreexpresién de LRP::FLAG tiene en CVD. Con el fin de evaluar el efecto que tiene la
sobreexpresién de LRP::FLAG sobre la viabilidad celular, se realizé el ensayo de viabilidad celular de MTT usando
células THP-1 tanto transfectadas como no transfectadas. Se encontré una disminucion significativa de 45,53 % en
la viabilidad celular entre las células THP-1 no transfectadas no tratadas y tratadas con oxLDL. Cuando las células
se transfectaron, la viabilidad celular permanecié al nivel aproximadamente normal (no transfectadas no tratadas)
independientemente del tratamiento (Figura 3). El grafico representa el cambio en la viabilidad celular cuando las
células se tratan y/o transfectan. Las células no transfectadas (azul) tratadas con oxLDL muestran una disminucién
significativa de 1,8 veces en la viabilidad celular (***p<0,001). No se observé una disminucion significativa en la
viabilidad celular después del tratamiento con oxLDL cuando las células se transfectaron (rojo), lo que indica que
LRP::FLAG rescata las células de la citotoxicidad inducida por oxLDL.

El efecto de la sobreexpresion de LRP::FLAG sobre la fragmentacién de ADN

La formacion de placas ateroscleréticas ocurre cuando los monocitos se convierten en células espumosas a través
de apoptosis. Durante la apoptosis, el ADN se fragmenta, y el ADN fragmentado da como resultado un frotis cuando
se resuelve por electroforesis en gel de agarosa. Por lo tanto, se usé la deteccién de cambios en la fragmentacion
del ADN a través de electroforesis en gel de agarosa para evaluar el papel que desempefia la sobreexpresion de
LRP::FLAG en la fragmentacién del ADN. Sin embargo, el ADN permanecié atrapado dentro de los pocillos del gel
(Figura 4). Se esperaba una reduccion en la tincion de las células tratadas transfectadas cuando se comparaban con
las células tratadas no transfectadas; sin embargo, debido a limitaciones de tiempo, este experimento no pudo
repetirse.

Los ADN extraidos de las no transfectadas no tratadas (carriles 2-4), no transfectadas tratadas con oxLDL (carriles
5-7), transfectadas no tratadas (carriles 8-10), y transfectadas tratadas con oxLDL (carriles 11-13) se atraparon en
los pocillos. Esto puede haber ocurrido debido a que los fragmentos de ADN genoémico son demasiado grandes para
el gel, dando como resultado que el ADN permanezca en los pocillos. El uso de una enzima de restriccion puede
haber resuelto este problema. Ademas, esta técnica tiene una baja sensibilidad, por lo que cualquier fragmento que
saliera del pocillo puede no haber sido detectado debido a la baja concentracién de ADN extraido.

La sobreexpresién de LRP::FLAG reduce significativamente el contenido de lipidos en células THP-1 tratadas con
oxLDL

La formacion de placas ateroscleroticas requiere monocitos para captar oxLDL, lo que da como resultado un
contenido de lipidos celulares aumentado. Este sello distintivo se investigd, usando el ensayo de tincién de lipidos
Oil Red, para evaluar si la sobreexpresion de LRP::FLAG desempefia 0 no un papel en la formacién de placas
ateroscleréticas. El ensayo mostré que el tratamiento con oxLDL dio como resultado un aumento en el contenido de
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lipidos (tincion roja) en las células no transfectadas en comparacion con las células no transfectadas no tratadas
(Figura 5 A a-b). Ademas, la transfeccién dio como resultado un contenido de lipidos disminuido tanto en células
THP-1 tratadas con oxLDL como en células sin tratamiento, en comparacién con las células no transfectadas y no
tratadas (Figura 5 A a, ¢ y d). Ademas, la cuantificacién de las manchas mostré6 un aumento significativo en el
contenido de lipidos entre células de THP-1 no transfectadas no tratadas y tratadas. Se observé una disminucién
significativa en el contenido de lipidos entre las células no transfectadas tratadas y transfectadas tratadas, mientras
que las células transfectadas no tratadas volvieron al nivel de lipidos normal (células THP-1 no transfectadas no
tratadas) (Figura 5 B).

El panel A muestra cualitativamente las diferencias observadas cuando las células THP-1 se trataron y/o
transfectaron. Las imagenes escogidas son representativas de las manchas presentes en los 6 pocillos. Las
imagenes muestran un aumento en la tincién roja en células no transfectadas que se tratan con oxLDL (b} en
comparacién con células no transfectadas y no tratadas (a). Las células que se transfectan muestran una
disminucion en la tincion de Qil Red independientemente del tratamiento (¢ y d). El panel B muestra una
representacion cuantitativa de las células tefiidas. Las células no transfectadas (azul) tratadas con oxLDL tenian un
aumento significativo en la concentraciéon de lipido de oxLDL dentro de las células (**p<0,01). La transfeccion dio
como resultado una disminucién significativa (**p<0,01) en el contenido de lipidos en las células, devolviendo la
concentracion al nivel de células no transfectadas y no tratadas (rojo).

Discusién

Se sabe que la longitud de los telémeros se reduce significativamente en monocitos propensos a la captacion de
oxLDL, y se ha demostrado que estos monocitos tienen una reduccién en la telomerasa (Fitzpatrick et al., 2007).
También se ha demostrado que la actividad telomerasa estd aumentada, con un incremento posterior en la longitud
de los telébmeros, una vez que se han formado placas pero sin efecto observable en las placas (Huzen et al., 2011).
Por consiguiente, no se espera que un aumento de LRP/LR tenga ningin efecto sobre las placas. Por lo tanto, es
sorprendente e inesperado que el aumento de la actividad telomerasa mediante el uso de LRP::FLAG provoque una
reduccion en la formacién de placas ateroscleréticas y rescate células de la apoptosis inducida por oxLDL.

Sobreexpresién de LRP::FLAG en células THP-1

Se usaron células de monocitos leucémicos humanos (THP-1) por su capacidad para captar facilmente oxLDL y
convertirse en células espumosas. Para evaluar la funcién de LRP::FLAG en estas células, se transfectaron usando
el constructo pClneo-moLRP::FLAG, y la transfeccion se confirmé mediante transferencia Western. La transferencia
Western mostré que LRP::FLAG se expresaba en las células THP-1 transfectadas y no en las células no
transfectadas (Figura 1).

El efecto de LRP::FLAG sobre la actividad telomerasa

Tras la confirmacion de la transfeccion, se evalud el efecto de la sobreexpresion de LRP::FLAG sobre la actividad
telomerasa en un modelo de cultivo de células cardiovasculares (ateroscler6tico).

La actividad telomerasa en monocitos es baja debido al hecho de que estas células tienen un bajo recambio
(Demissie et al., 2006). Como resultado, los telémeros se dafian y erosionan cuando oxLDL es absorbido por estas
células. Ademas, oxLDL disminuye la actividad telomerasa debido a la induccién de un estado oxidativo en las
células, dando como resultado el reclutamiento de la subunidad hTERT a las mitocondrias (Cong et al., 2002). Esto
evita que funcione en la enzima telomerasa que esta situada en el nicleo. Se usé el andlisis qPCR para evaluar
como la sobreexpresion de LRP::FLAG influia en la actividad telomerasa. Los resultados confirmaron que la
actividad telomerasa relativa aumento en las células THP-1 transfectadas (Figura 2). De hecho, cuando las células
THP-1 no transfectadas se trataron con oxLDL, se observé una reduccién significativa en la actividad telomerasa
relativa (Figura 2).

Estos estudios muestran que oxLDL disminuye la actividad telomerasa de una manera dependiente de la
concentracién. Sin estar limitados por la teoria, esto puede ser a través de la inactivacion de PI3K/Akt por medio de
la desfosforilacion. Curiosamente, se demostré ademas que cuando las células THP-1 se transfectaron, la actividad
telomerasa aumenté drasticamente independientemente del tratamiento. Sin estar limitados por la teoria, esto es
debido probablemente a que LRP::FLAG induce un aumento en la expresion de hTERT. Puesto que hTERT es el
factor limitante en la telomerasa, la concentracién aumentada de hTERT puede haber sido responsable del aumento
de la actividad telomerasa. Sin embargo, puesto que hTERT tiene efectos teloméricos adicionales, el aumento en su
concentracion probablemente no es la Unica causa del aumento de la actividad telomerasa (Cong et al., 2002).

Se encontrd que el aumento en la actividad telomerasa era suficiente para revertir los efectos del tratamiento con
oxLDL. Ademas, se observé que la actividad telomerasa aumenté 3,8 veces entre las células no transfectadas no
tratadas y las células transfectadas tratadas (Figura 2), y fue evidente tanto en células THP-1 transfectadas no
tratadas como tratadas. El aumento observado de la actividad telomerasa probablemente daria como resultado un
aumento en la longitud de los telémeros, que contrarresta la longitud de los telémeros acortada observada asociada
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con la aterosclerosis. Esto provoca una reduccién en la formacién de placas y/o reversion y/o prevencion de la
aterosclerosis.

El efecto de LRP::FLAG sobre |a viabilidad celular

Con el fin de determinar los efectos del aumento de la actividad telomerasa en aterosclerosis, se evalué la viabilidad
celular usando el ensayo de MTT. Las células THP-1 no transfectadas tratadas con oxLDL tenian una disminucién
significativa de 1,8 veces en la viabilidad celular (Figura 3). Esto es coherente con la bibliografia, que ha mostrado
que oxLDL induce apoptosis por activacion rapida de la ruta apoptética de caspasa-3 (Wintergerst et al., 2000).

En las células transfectadas no tratadas, la viabilidad celular permanecié similar a la de las células no transfectadas
no tratadas, indicando que la transfeccibn no causa sobreproliferacién. Esto es una indicacion de que la
sobreexpresion de LRP::FLAG no provoca que las células se vuelvan tumorigénicas, lo que es sorprendente. De
manera similar, no hay un cambio significativo en la viabilidad celular entre las células no transfectadas no tratadas y
las células transfectadas tratadas, lo que indica que la transfeccion rescata células de la apoptosis inducida por
oxLDL. Puesto que los monocitos experimentan apoptosis para convertirse en células espumosas, su rescate de la
apoptosis es esencial para prevenir la formacion de placas ateroscleroticas. El aumento en la viabilidad celular se
debe probablemente al aumento de la actividad telomerasa previamente mostrada, que causa el alargamiento de los
telomeros.

Curiosamente, se detecté un ligero aumento en la viabilidad celular de las células transfectadas tratadas (Figura 3).
Aunque insignificante, este aumento se debe probablemente a la sobreproliferacién que induce oxLDL en las
células. Sin estar limitados por la teoria, se muestra que la transfeccion aumenta la viabilidad celular en células
tratadas con oxLDL probablemente rescatando células de la apoptosis inducida por oxLDL. Esto sugiere que
LRP::FLAG tiene un papel en la prevencion/reduccion de los efectos de la aterosclerosis en un modelo de cultivo
celular cardiovascular (particularmente un aterosclerético).

El efecto de LRP::FLAG sobre el contenido de lipidos

Un sello distintivo de la aterosclerosis es el contenido de lipidos aumentado en las células. Esto ocurre cuando el
contenido de lipidos de oxLDL es absorbido por las células, por el aumento de LOX-1 y ACAT1,2, aumentando el
contenido de colesterol y triacilglicerol celular (Batt et al., 2004). Para confirmar adicionalmente que la
sobreexpresion de LRP::FLAG y el incremento subsiguiente en la actividad telomerasa desempefian un papel en la
aterosclerosis o en la enfermedad cardiovascular, se evalué el contenido de lipidos celulares.

Para evaluar esto, se uso la tincion de lipidos Qil Red para obtener una medida cualitativa asi como cuantitativa del
contenido de lipidos (Figura 5). Puesto que el contenido de lipidos aumenta en las placas ateroscleréticas, una
disminucion en el contenido de lipidos proporciona pruebas de que la transfeccién ayuda en la reversion y/o
prevencién de la formacién de placas ateroscleréticas. Se encontré que el tratamiento con oxLDL causaba un
contenido de lipidos aumentado en las células THP-1 no transfectadas. Esto corresponde con la bibliografia, que
mostré que la captacion de oxLDL provoca un aumento del contenido de lipidos debido al componente lipidico de
oxLDL, asi como la posterior captacion de lipidos que provoca (Batt et al., 2004). Las células transfectadas, cuando
se trataron con oxLDL, mostraron una reduccion en el contenido de lipidos que fue significativamente menor (11 %)
que las células tratadas no transfectadas. Una posible razén para esto es que LRP::FLAG puede desempefiar un
papel en el aumento del metabolismo de lipidos en las células.

Conclusién

En conclusién, se demostré que la sobreexpresion de LRP::FLAG aument6 la actividad telomerasa en un modelo de
cultivo de células ateroscleréticas THP-1. Adicionalmente, la sobreexpresion de LRP::FLAG aument6 la viabilidad de
las células que se trataron con oxLDL. Ademas, se demostré que la transfeccion rescata las células tratadas con
oxLDL del aumento del contenido de lipidos que se observa caracteristicamente en las placas ateroscleréticas. El
ensayo de tincién con Oil Red reveld que la sobreexpresion de LRP::FLAG en células tratadas con o sin oxLDL
provocé una disminucién significativa en el contenido de lipidos celulares, que normalmente aumenta en
aterosclerosis. Estos hallazgos muestran que LRP/LR probablemente desempefia un papel en la aterosclerosis, y la
sobreexpresion de LRP::FLAG puede ofrecer un tratamiento terapéutico novedoso potencial para reducir o impedir la
formacion de placas ateroscleréticas.

Se ha demostrado que el aumento de la longitud de los telémeros después de la formacién de placas no tiene efecto
sobre las propias placas. Por consiguiente, no se esperaba que el aumento de LRP/LR tuviera ningln efecto sobre
las placas y/o su formacion. Por lo tanto, es inesperado y sorprendente que el aumento de la actividad telomerasa
proporcionando LRP/LR a una célula y/o el aumento de LRP/LR provoque una disminucién en el contenido de
lipidos y/o rescate células de la apoptosis inducida por oxLDL.
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EJEMPLO 2 - obesidad, resistencia a insulina y/o diabetes:
Materiales y métodos
Cultivo celular

La linea de células monociticas de leucemia humana THP-1 se us6 para el Ejemplo 2 debido a que cuando se trata
con glucosa alta (HG) activa monocitos e induce la expresion del factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa a través de
estrés oxidante y factor de transcripcion nuclear-kp (Shanmugum, 2003). Esta linea celular (monocitos) crece
normalmente en suspensién pero se vuelve adherente a células endoteliales, lo que da como resultado disfuncion
endotelial observada en individuos con diabetes tipo dos (I}, cuando se mantiene en factor de glucosa alto
(Shanmugum, 2003). Las células THP-1 se cultivaron en RMPI (Thermofisher Scientific) suplementado con FBS a 10
% (Sigma) para mejorar el crecimiento, penicilina-estreptomicina a 2 % (Thermofisher Scientific) para prevenir la
contaminacion bacteriana, y aminoacidos no esenciales MEM a 1 % (lonza). Para inducir un estado diabético, las
células THP-1 se mantuvieron en glucosa 20 mM, y después se usaron en procedimientos experimentales
posteriores. Esto gener6 cuatro condiciones diferentes de células THP-1: (i}). no transfectadas no tratadas, (ii). no
tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, (iii). no transfectadas tratadas con glucosa, y (iv) células
transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG tratadas con glucosa.

Estas células se cultivaron en CO2 a 5 % a 37 °C para imitar condiciones in vivo. Las células se cultivaron
cambiando el medio de cultivo dos veces a la semana para reponer los nutrientes. Las células THP-1 también se
subcultivaron cuando fue necesario (alcanzaron una confluencia del 70-80 %), y se sembraron a una densidad
apropiada para procedimientos experimentales posteriores. La siembra y el subcultivo de células implicaron el
raspado de células y la centrifugacion a 4500 rpm durante 10 minutos. El medio se descart6é entonces seguido de la
resuspension de las células con 2 ml de disolucion salina amortiguada con fosfato (PBS) para eliminar el medio en
exceso. Esto se centrifugd después a 4500 rpm durante 10 minutos antes de descartar el sobrenadante y
resuspender el pelete celular en medio de cultivo celular reciente. Después, las células se resuspendieron con medio
reciente, y se transfirieron nuevamente al matraz.

Transfeccion

Las células se transfectaron con plasmido pClneo-moLRP-FLAG para inducir la sobreexpresion de la proteina
LRP::FLAG. Este procedimiento demostré que la sobreexpresién de LRP::FLAG aumenta la actividad telomerasa y
reduce el contenido de lipidos en las células, y por lo tanto reduce el estado diabético. El procedimiento de
transfeccion se realiz6 entonces usando el reactivo de transfeccion Xfect (Clontech). El amortiguador de reaccién
Xfect se afiadi6é a 5 ug de plasmido pClneo-moLRP::FLAG para obtener un volumen total de 100 pl. A esto le siguiod
entonces la adicién de 1,5 pl de polimero Xfect, que se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos. Esto se
hizo para permitir que se formaran los complejos de nanoparticulas. Después, este reactivo de transfeccién Xfect se
afiadié suavemente a las células en el matraz. Las células se incubaron después durante 72 horas a 37 °C con una
mezcla maestra que comprende el constructo pClneo-moLRP-FLAG y el reactivo Xfect. Esto permitié la transcripcion
y traduccién de LRP::FLAG, dando como resultado de ese modo la sobreexpresion de proteina LRP::FLAG en las
células THP-1. Con el fin de que las células transcribieran continuamente el plasmido LRP::FLAG, las células se
trataron ocasionalmente con 50 pg/ml de geneticina. Las células transfectadas se usaron después para
procedimientos experimentales posteriores.

Recuento celular

El recuento celular se realizd para asegurar que se usé el mismo nimero de células para experimentos posteriores.
El procedimiento implico tefiir las células con azul de tripano filtrado (0,4 %). Esto permiti6 la tincion de las células
muertas en azul mientras que las células viables permanecen sin tefiir ya que su membrana todavia esta intacta, por
lo que son selectivas en los compuestos que pasan a través de la membrana. Se usaron alrededor de 10 ul de la
muestra, y se mezclaron con 10 pl de azul de tripano. Después, se colocaron 10 pl de esta disolucién en el
hemocitémetro, y se conté el promedio de células viables y muertas en los 16 cuadrados pequefios bajo un
microscopio. Para calcular el nimero total de células viables, se usé la siguiente férmula:

LT
RN R

Cancentrocion ceiulinr ( ) = células por 18 cundyedor & 10 5 facter de dilucign

o1
R
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La concentracién celular se us6 después para sembrar una concentracion igual de células en cada pocillo de las
placas usadas para asegurar que los datos obtenidos son precisos.

Preparacion de lisado proteico

Las células se rasparon para facilitar el desprendimiento de células. Las células se centrifugaron después a 6600
rpm durante 15 minutos. El medio se desechd, y el pelete se resuspendié con PBS y se centrifugd. El sobrenadante
se desechd después mientras el pelete se resuspendié en 210 pl de amortiguador de lisis no desnaturalizante
(CHAPS), y se incub6 a 4 °C durante 30 minutos. A esto le siguié entonces la centrifugacion a 4 °C a 12000 rpm
durante 20 minutos. El sobrenadante que contenia el extracto de proteina se transfiri6 entonces a un nuevo tubo
Eppendorf, y se desechd el pelete que contenia los desechos celulares. El lisado proteico se us6 en aplicaciones
posteriores, incluyendo actividad telomerasa y ensayo de glucosa. Para la actividad telomerasa, el lisado proteico
extraido se cuantificé mediante espectroscopia Nanodrop, mediante el Nanodrop ND-1000, para asegurar que las
muestras se diluyeron a concentraciones iguales de 500 ng/ul de proteina.

Ensayo de proteinas Bicinchoninic acid™ (BCA):

Se realiz6 BCA con el fin de asegurar que se usaron concentraciones iguales de proteina para experimentos
posteriores tales como SDS-PAGE y transferencia Western. La razén por la que se usé este procedimiento sobre
otros ensayos de proteinas es debido a que la cadena principal peptidica en el ensayo de BCA también contribuye a
la formacién de color, ayudando a minimizar la variabilidad causada por las diferencias de composicion de la
proteina. También es muy sensible y no se ve afectado por diferentes composiciones de proteina.

El procedimiento implica la resuspension de los peletes celulares obtenidos de matraces confluentes (confluencia del
70-80 %) con 100 ul de amortiguador RIPA. Se us6 amortiguador RIPA para lisar las células de manera que se
recogiera el lisado celular, puesto que el amortiguador RIPA contiene SDS que linealiza proteinas y da entonces una
carga negativa global. Después, se diluyeron 5 ul de lisado extraido con 20 ul de agua destilada, y se cargaron por
triplicado en una placa de 96 pocillos. Se prepararon patrones de BCA de 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1 mg/ml, y se
cargaron 25 pl de cada patrén por duplicado en la placa. A esto le siguié entonces la adicion de 200 ul de BCA en
cada pocillo, que se incubd entonces durante 30 min a 37 °C. La placa se ley6é entonces a 562 nm en un lector de
placas ELISA. Después, la curva patrén se representd y se usd para extrapolar la concentracion de proteina de las
muestras. Las muestras se diluyeron después hasta una concentracion final de 2 mg/ml, que se us6 entonces para
experimentos posteriores tales como SDS PAGE y transferencia Western.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y transferencia Western

Se usaron SDS-PAGE vy transferencia Western para analizar la presencia y contenido de proteina en las células
THP-1 transfectadas y no transfectadas.

Este procedimiento experimental se usé para confirmar la sobreexpresién de LRP::FLAG. Esto se realiz0 entre las
células THP-1 transfectadas no tratadas, no transfectadas no tratadas, transfectadas tratadas, y no transfectadas
tratadas. Se logré6 empleando SDS-PAGE, para separar las proteinas basandose en el tamario, y la transferencia
Western, que hace uso de un anticuerpo primario y secundario para la deteccion de proteinas especificas.

SDS-PAGE

El lisado extraido se diluyé con amortiguador RIPA a 2 mg/ml. RIPA contiene SDS que linealiza proteinas afiadiendo
una carga negativa proporcional a su tamafio y forma. Dado que las muestras extraidas recibieron una carga
negativa general, cuando se expusieron a corriente eléctrica, se separan en bandas basadas en el tamafio a través
de la migracién de proteinas desde el anodo al catodo. Puesto que el peso molecular de LRP::FLAG y B-actina es +
40 kDa y 42 kDa respectivamente, la muestra se cargé en gel de poliacrilamida al 10 % (p/v).

SDS-PAGE se compone de un gel de separacion y apilamiento. El gel de separacion se prepar6 afiadiendo 2,5 ml
de acrilamida al 40 % con 4,8 ml de agua destilada, 2,5 ml de amortiguador de separacion, 100 ul de APS al 10 %, y
5 yl de TEMED. El gel de separacion se vertié después entre las placas de moldeo de gel y se cubrié con
isopropanol para eliminar las burbujas, ya que evitan la polimerizacién. A continuacion, se dejé polimerizar.
Después, el gel de apilamiento se preparé mezclando 625 pl de acrilamida al 40 % con 3,65 ml de agua destilada,
625 ul de amortiguador de apilamiento, 50 ul de APS, y 5 pl de TEMED. A continuacion, se deseché el isopropanol,
y el gel de apilamiento se vertié sobre el gel de separacién polimerizado. A continuacién, se inserté el peine y se
dejo6 polimerizar el gel. Una vez que el gel habia polimerizado, las placas se colocaron en el aparato de
electroforesis. A continuacién, se afiadié el amortiguador de pasada y se retiraron los peines. Después, se
mezclaron 2 mg/ml del lisado extraido obtenido en la seccién 3.4 con 1x colorante de carga, y después se calentaron
a 95 °C durante 5 minutos. La muestra calentada se agité con vortex, y se cargaron 5 pl de la muestra en los pocillos
del gel junto con 2 pl del marcador de peso molecular. El gel se resolvié a 120 V durante 45 min (hasta que el frente
de colorante estaba a 1 cm del fondo del gel).
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Transferencia Western

Se aplico transferencia electroforética en gel de SDS-PAGE con el fin de transferir las proteinas resueltas desde el
gel a la membrana de PVDF. Inicialmente, la membrana de PVDF se empap6 y se activd en metanol durante 2 min.
Después, se ensamblaron membranas de PVDF sobre el dispositivo de electrotransferencia, y los geles se
colocaron en la parte superior de las membranas, y se realiz6 la electrotransferencia durante 45 min a 120 V. A esto
le sigui6 entonces el bloqueo de la membrana de PVDF usando 10 ml de disolucion de bloqueo de BSA al 3 %
durante 1 hora, para evitar la unién no especifica del anticuerpo primario. Después, la membrana de PVDF se
incub6 con 2 pl de anticuerpo primario especifico para nuestra proteina de interés, durante la noche a 4 °C. El
anticuerpo primario no unido se elimin6 con 5 lavados de 10 ml de PBS Tween durante 5 minutos cada uno. A esto
le siguio entonces la adicién de 2 ul de anticuerpo secundario anti-humano conjugado con la enzima HRP en 10 ml
de BSA al 3 % durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubacién, se realizaron 5 lavados de 10 ml
de PBS Tween durante 5 minutos cada uno para eliminar el anticuerpo secundario no unido. A esto le siguié la
adicion del sustrato quimioluminiscente, y su sefial se detectd y analizé usando el software Biorad Chemi-doc. Se
realiz6 densitometria para cuantificar los niveles de proteina, y esto se realiz6 usando el software ImageJ™ de
células no transfectadas y células transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG.

Evaluacién de la actividad telomerasa usando gPCR en células que sobreexpresan LRP::FLAG
PCR cuantitativa/en tiempo real

La actividad telomerasa en células THP-1 transfectadas no tratadas, no transfectadas no tratadas, transfectadas
tratadas, y no transfectadas tratadas se detectdé para determinar si la sobreexpresion de LRP::FLAG potencia la
actividad telomerasa en un entorno diabético. La actividad telomerasa se determiné usando el kit de deteccion de
actividad telomerasa: TRAPeze RT® (Merck Millipore™) segun el protocolo del fabricante. Se usaron
semirreacciones, y se analiz6 la actividad telomerasa usando gPCR en tiempo real.

El kit de deteccion de la actividad telomerasa estd compuesto por un amortiguador, cebadores Amplifluor, y un
sistema de dos enzimas que permite la deteccién de la fluorescencia por qPCR en tiempo real. Para que la
telomerasa extraida afiadiera repeticiones teloméricas al extremo 3’ del sustrato, se incubaron 2 pl de lisado extraido
(contiene telomerasa) obtenido de la seccion 3.2 con 12,5 ul de mezcla de reaccién a 37 °C en una placa de 96
pocillos. La mezcla de reaccién también se afiadié a patrones y control positivo. Se usé telomerasa inactivada por
calor como control, y se usaron agua y chaps como control negativo. Se afiadieron alrededor de 2 pl de estos
controles en una placa de 96 pocillos, y se incubaron con 12,5 ul de mezcla de control a 37 °C. El control inactivado
por calor se realizé incubando 30 pl de lisado extraido a 100 °C durante 20 minutos. La mezcla de reaccion se
realiz6 afiadiendo 2,5 ul de mezcla de reaccion TRAPeze RT 5X, 0,2 ul de Taq polimerasa, y 8,8 ul de agua de
calidad para PCR en cada pocillo. Mientras tanto, la mezcla de control se realizé afiadiendo 2,5 pl de mezcla de
reaccion de control TRAPeze RT 5X, 0,2 ul de Taq polimerasa, y 7,8 pl de agua de calidad para PCR en cada
pocillo. La actividad telomerasa de las células THP-1 se realiz6 por duplicado (3 repeticiones biologicas y 2
repeticiones técnicas), y se analizé utilizando el Roche LightCycler 480, que se hizo funcionar durante 45 ciclos. Los
datos generados se normalizaron a la curva patron generada a partir de muestras TSR8 que se diluyeron en serie.
Los datos se analizaron usando la prueba de la t de Student.

Evaluacion del contenido de lipidos usando tincién de Red Oil en células que sobreexpresan LRP::FLAG.
Tincion de Oil Red

El contenido de lipidos en las células THP-1 se detectd para determinar si la sobreexpresion de LRP::FLAG redujo el
contenido de lipidos (estado diabético) en las células transfectadas que imitan la diabetes tipo Il. Se sembraron 8000
células por pocillo en una placa de 96 pocillos como se describe en la seccién 3.1. Se usé un volumen de 100 pl por
pocillo para todos los componentes de tincién de Oil Red usados en este procedimiento. El medio se retird
suavemente, y las células se lavaron una vez con PBS. Después, se afiadié formalina a las células, y se incubd
durante 45 minutos a temperatura ambiente para fijar las células sobre la placa. Durante el tiempo de incubacion, la
disolucién de trabajo Oil Red se preparé mezclando 3,6 ml de la disolucion madre con 20 ml de isopropanol y 2,4 ml
de agua destilada. Una vez que terminé el tiempo de incubacién, se deseché la formalina, y las células se lavaron
entonces dos veces usando agua. Las células se permeabilizaron entonces incubandolas con isopropanol al 60 %
durante 5 minutos. El isopropanol al 60 % se desechd después, y las células se tifieron entonces con disolucion de
trabajo Oil Red. Esto se incub6 con agitacién suave durante 15 minutos. Después, se deseché la disolucién Qil Red
O, y las células se lavaron 3 veces con agua, seguido de la adicién de hematoxilina para tefiir los nlcleos en azul, y
se incubaron durante 1 minuto para permitir la visualizacion. La hematoxilina se desechd después, y las células se
lavaron con agua 3 veces. Las células se cubrieron entonces con agua, y se visualizaron al microscopio para
visualizar y examinar la acumulacion de lipido intracelular. La tincién se cuantificd entonces afiadiendo 100 pl de
isopropanol al 100 % y usando un lector de placas ELISA para leer con precision la placa a la longitud de onda de
572 nm. Los datos se analizaron usando la prueba de la t de Student.
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Evaluacion de la captacion de glucosa en células que sobreexpresan LRP::FLAG.
ELISA colorimétrico

Este ensayo basado en placa se realizé para determinar si la sobreexpresién de LRP::FLAG da como resultado una
captacién de glucosa mejorada en células cultivadas en glucosa alta. Por lo tanto, se evalué la captacion de glucosa
usando ELISA colorimétrico entre las células THP-1 no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, no
tratadas no transfectadas, tratadas con glucosa no transfectadas, y tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-
molLRP::FLAG. El ELISA colorimétrico se escogi6 por ser rapido, altamente sensible y especifico. La captacién de
glucosa por las células THP-1 se evalué usando el kit de ensayo de glucosa de Calbiochem®. Este kit esta
compuesto de amortiguador, sonda de glucosa, patrén de glucosa, y mezcla de enzima de glucosa que oxida la
glucosa presente y produce un producto que reacciona con la sonda para producir cambio de color. La intensidad
del color es proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra.

Alrededor de 20 pl del lisado extraido se cargaron después por cuadruplicado, y después se afiadieron 30 ul de
amortiguador de ensayo de glucosa para hacer un volumen total de 50 pl mientras que se usaron amortiguador
chaps y de glucosa como control negativo. Después, se afiadieron 50 ul de mezcla de reactivo de glucosa, que se
preparé mezclando 46 ul de amortiguador de ensayo de glucosa con 2 pl de sonda de glucosa y 2 ul de mezcla de
enzima de glucosa, a todas las placas que contenian el lisado extraido y los controles. Esto se incubé entonces a 37
°C durante 30 minutos, y se cubri6é con lamina como reactivo sensible a la luz. La placa se ley6é después usando el
lector de placas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) a una absorbancia de 570 nm. Los datos
obtenidos del lector de placas ELISA se analizaron usando la prueba de la t de Student.

RESULTADOS
Sobreexpresion de LRP::FLAG en células THP-1 usando transferencia Western

Las células THP-modelo de cultivo celular se transfectaron de forma estable con plasmido pClneo-moLRP::FLAG.
Esto se hizo para inducir la sobreexpresion de LRP::FLAG, que se confirmé usando transferencia western. B-actina
se determiné como el control de carga para confirmar que la carga de proteina es la misma a lo largo del gel y
asegurar que los resultados no se deben a errores de carga o transferencia de proteina. La p-actina se detectd en
células transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG y no transfectadas, tal como se muestra en la Figura 6. La
LRP::FLAG sélo se detectd en células transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, lo que mostrd que el procedimiento
de transfeccién era satisfactorio (carril 1-4). La Figura 6 muestra la sobreexpresién de LRP::FLAG en células THP-1
usando transferencia Western. Los andlisis de transferencia Western de B-actina y de la sobreexpresion de
LRP::FLAG en células THP-1 transfectadas (carril 1-4) y THP-1 no transfectadas (carril 5-8). La deteccion de la
proteina LRP::FLAG se logr6 usando anticuerpo primario murino anti-FLAG y anticuerpo secundario anti-IgG murina
acoplado a HRP. Ademas, el control de carga (B-actina) también se determiné tanto en las células transfectadas con
pClneo-moLRP::FLAG como en las no transfectadas. La B-actina se detecté usando anticuerpo monoclonal
conjugado con peroxidasa anti-B-actina. Se determiné que LRP::FLAG se expresaba sélo en células THP-1
transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG.

La sobreexpresion de LRP:FLAG aumentd significativamente la actividad telomerasa en células THP-1
independientemente del tratamiento de glucosa.

La actividad de los telémeros se determind entre las células THP-1 no tratadas transfectadas con pClneo-
molLRP::FLAG, no tratadas no transfectadas, tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, y
tratadas con glucosa no transfectadas. Se enconiré que la sobreexpresion de LRP::FLAG dio como resultado un
aumento en la actividad telomerasa de células THP-1 no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, tratadas
con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, y tratadas con glucosa no transfectadas con respecto a las
células THP-1 no tratadas no transfectadas (Figura 7). Un aumento en la actividad telomerasa entre células tratadas
con glucosa transfectadas con pCineo-moLRP::FLAG y tratadas con glucosa no transfectadas. La Figura 7 muestra
que la sobreexpresién de LRP::FLAG aument6 significativamente la actividad telomerasa en células THP-1 que
imitan el estado diabético. Los resultados demostraron un aumento de 4,7 y 1,7 veces en la actividad telomerasa de
células THP no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG (p = 1x10* y tratadas con glucosa no transfectada
(p = 8x10%), respectivamente cuando se compara con células no tratadas no transfectadas. El solicitante también
observd un aumento significativo de 4,7 veces entre las células tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-
moLRP::FLAG y no tratadas no transfectadas (p = 1x10) y un aumento de 2,8 veces entre las células tratadas con
glucosa no transfectadas y células tratadas con glucosa transfectadas con pCineo-moLRP::FLAG (p=4x107). Los
datos representados fueron con respecto a células THP-1 no tratadas no transfectadas que se establecieron como
100 %.

La sobreexpresion de LRP:FLAG disminuy6 significativamente el contenido de lipidos en células THP-1
transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG.
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El contenido de lipidos se determiné en células THP-1 no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, no
tratadas no transfectadas, tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, y tratadas con glucosa no
transfectadas. Para evaluar el contenido de lipidos, se us6 tincién de Qil Red para tefiir los lipidos, que se cuantifico
en el lector de placas de ELISA. La tincion de Oil Red demostré que la sobreexpresion de LRP::FLAG disminuyo
significativamente el contenido de lipidos mostrado como una tincidn rosa en células tratadas con glucosa
transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG en comparacién con células tratadas con glucosa no transfectadas, como
se muestra en la Figura 8.

La Figura 8 muestra que la sobreexpresion de LRP::FLAG disminuy6 significativamente el contenido de lipidos en
células THP-1 que imitan el estado diabético tipo 2. (a) las imagenes obtenidas a un aumento de 10 ilustran un alto
contenido de lipidos (mostrado en tincién rosa) en células tratadas con glucosa no transfectadas en comparacion
con células tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, células no tratadas no transfectadas, y
células no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG. El contenido de lipidos mostrado en tincién rosa de
células THP-1 tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG disminuy6 hasta aproximadamente el
mismo nivel que las células THP-1 no tratadas no transfectadas. (b) se encontré que las células tratadas con
glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG tenian una disminucién significativa de 1,21 veces en el contenido
de lipidos en comparacién con las células tratadas con glucosa no transfectadas (p = 4x10-%). También se observa
una disminucion de 1,1 veces entre las células no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG y las no
tratadas no transfectadas, y un aumento de 1,04 en el contenido de lipidos entre las células no tratadas no
transfectadas y las células tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG (p=0,008). Un aumento
significativo de 1,3 veces en el contenido de lipidos entre las células no tratadas no transfectadas y las células
tratadas con glucosa no transfectadas (p = 3,7x10°). Los datos representados fueron con respecto a células THP-1
no tratadas no transfectadas que se establecieron como 100 %.

La sobreexpresion de LRP::FLAG indujo un aumento en la captacién de glucosa en células THP-1 que imitan el
estado diabético

Se encontré que la sobreexpresién de LRP::FLAG tenia un efecto sobre la capacidad de la célula para captar
glucosa, y se confirmé mediante un ensayo de glucosa basado en ELISA. La captacion de glucosa de las células
THP-1 se determiné entre las células no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, no tratadas no
transfectadas, tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-molLRP::FLAG, y tratadas con glucosa no
transfectadas. El ensayo de glucosa basado en ELISA demostré un aumento significativo de la captacion de glucosa
en células tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG con respecto a células tratadas con
glucosa no transfectadas y entre células no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG y no tratadas no
transfectadas. Adicionalmente, se observa un aumento de glucosa en medios en los que se cultivaron células THP-1
no tratadas no transfectadas con respecto a los medios de células THP-1 no tratadas transfectadas con pClneo-
moLRP::FLAG 1.

La Figura 9 muestra que la sobreexpresién de LRP::FLAG indujo un aumento en la captacion de glucosa en células
THP-1 que imitan el estado diabético. Se determiné que las no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG
tenian un aumento de 1,18 veces en la captacién de glucosa con respecto a las células no tratadas no transfectadas
(p = 0,03). Los resultados también demostraron un aumento de 1,1 veces entre las células tratadas con glucosa
transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG vy las células tratadas con glucosa no transfectadas (p = 7x104), y una
disminucion de 1,12 veces en el contenido de glucosa entre medios de células no tratadas transfectadas con
pClneo-moLRP::FLAG y células no tratadas no transfectadas.

DISCUSION Y CONCLUSION:

La transferencia Western reveld la sobreexpresién de LRP::FLAG en células THP-1 transfectadas con pClneo-
moLRP::FLAG. Esto muestra que el procedimiento de transfeccién fue exitoso. Los resultados muestran un aumento
en la actividad telomerasa en THP-1 no tratadas transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG, tratadas con glucosa no
transfectadas, y tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG. Esto muestra que la actividad
telomerasa se potenci6, alargando de este modo los telémeros. De forma concomitante con este aumento en la
actividad telomerasa, se descubrié ademas que la sobreexpresion de LRP::FLAG redujo el contenido de lipidos en
células THP-1.

Se muestra ademas que la activaciéon telomerasa dependiente de LRP::FLAG da como resultado una reduccién
significativa en el contenido de lipidos de las tratadas con glucosa transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG hasta
aproximadamente el mismo nivel que el control (células THP-1 no tratadas no transfectadas y no tratadas
transfectadas con pClneo-moLRP::FLAG). Se ha encontrado que el contenido de lipidos de las células en la
diabetes aumenta, lo que también esta asociado con la resistencia a insulina (Gavin et al, 2017). Estudios han
demostrado que un aumento en el contenido de lipidos conduce a resistencia a insulina (Palmer et al., 2015).

Por lo tanto, al sobreexpresar LRP::FLAG en células THP-1, se aumenté la actividad telomerasa. Sin estar limitados

por la teoria, esto podria haber dado como resultado la reduccién de especies de ROS, que también desempefian
un papel en la regulacién del metabolismo de lipidos al aumentar la expresion de la proteina activadora de la
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escision proteina de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP) que activa la acido graso sintasa (FAS)
(Ryu et al., 2015). FAS es un gen lipogénico que estimula la lipogénesis, y esto contribuye a la resistencia a insulina.
Se sabe que los niveles de FFA aumentados disminuyen la B-oxidacién mitocondrial en células del miusculo
esquelético y células hepaticas. Esto da como resultado un aumento de (DAG) y (LCCoA), que induce la
fosforilacién de serina/treonina de los sitios IRS-1, inhibiendo asi la fosforilacién de IRS-1 y la activacion de la
sefializacion de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P). (Savage et al. 2007). La inhibicién de la activacion de PI3P en el
esqueleto da como resultado una sintesis disminuida de GLUT4. y en consecuencia una captacion reducida de
glucosa por los musculos esqueléticos. La inhibicion de la activacion de PI3P en células hepaticas conduce a una
fosforilacion reducida de la proteina O de la caja forkhead (FOXO), que a su vez da como resultado un aumento de
la gluconeogénesis hepatica (Savage et al. 2007). Por lo tanto, pero sin estar limitados por la teoria, la
sobreexpresion de LRP::FLAG puede conducir a especies de ROS reducidas, que pueden conducir a la reduccién
del metabolismo lipidico y contenido de lipidos, tal como se muestra. El contenido reducido de lipidos podria haber
suprimido posiblemente la resistencia a insulina, posiblemente mejorando la sensibilidad a insulina.

La mejora de la sensibilidad a insulina y la reduccion de la resistencia a insulina dan como resultado un aumento de
la captacién de glucosa y una reduccién de la produccién de glucosa por las células. La insulina activa las rutas de
MAPK, PI3K-Akt y CAP/Cbl y la proteina G pequefia TC10 para aumentar la captacién de glucosa. La MAPK inhibe
la gluconeogénesis, PI3K-Akt aumenta GLUT-4 y CAP/Cbl y la proteina G pequefia TC10 aumenta la supresion de
la lipogénesis (Hajiaghaalipour et al.,2015). Esto va en linea con nuestros resultados en los que se observa una
mayor captacion de glucosa en células THP-1 transfectadas con pClneo-moLRP-FLAG que imitan la diabetes tipo Il.
Este aumento de la captacién de glucosa por las células significa que se redujo el estado hiperglucémico (un sello
distintivo principal de la diabetes).

Por lo tanto, el uso de LRP::FLAG, que aumenta los niveles de hTERT y la actividad telomerasa, puede conducir a
ROS reducida, y por lo tanto da como resultado la reduccién del estado hiperglucémico observado en la diabetes
tipo I, como se muestra en la Figura 7.

La reduccién de la concentracion de lipidos en las células diabéticas mejorara la sefializacion alterada de la insulina
en las mismas, tratando y/o previniendo la obesidad, la resistencia a insulina y/o la diabetes.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente biofarmacéutico que incluye un precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de
laminina de alta afinidad (LRP/LR}, y/o un fragmento del mismo, para uso en el tratamiento y/o prevencién de la
obesidad, en el que el LRP/LR, y/o el fragmento del mismo, son para la administracién a una célula diana de un
sujeto que lo necesita, en el que la célula diana es al menos una del siguiente grupo: células endoteliales de vasos
sanguineos, células de los musculos lisos de vasos sanguineos, células pancreaticas que incluyen células alfa (a),
células beta (B), células delta (8) y células gamma (y), de manera que, en uso, la administracion del agente
biofarmacéutico reduce el contenido de lipidos en la célula diana, y en el que el fragmento se expone en SEQ ID
NO: 4 0 SEQ ID NO: 5.

2. El agente biofarmacéutico para uso segun la reivindicaciéon 1, en el que el LRP/LR esta encapsulado en un medio
de administracién que comprende nanoparticulas, estando preferiblemente las nanoparticulas funcionalizadas con
restos quimicos, bioquimicos o biolégicos para asegurar la administracion especifica del sitio a la célula diana, en el
que los restos actlian como ligandos para asegurar la administracion especifica del sitio en la célula diana.

3. El agente biofarmacéutico para uso segun la reivindicacién 2, en el que el medio de administracién se formula en
una composicion farmacéutica, la cual incluye un vehiculo farmacéutico para la administracién parenteral o no
parenteral al sujeto.

4. El agente biofarmacéutico para uso segun la reivindicacion 3, en el que la composicion farmacéutica incluye
ademas un ingrediente farmacéutico activo (API).

5. El agente biofarmacéutico para uso segun la reivindicacion 4, en el que la composicion farmacéutica incluye
ademas un antioxidante de manera que, en uso, en la célula diana el antioxidante elimina especies de oxigeno
reactivas.

6. El agente biofarmacéutico para uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el LRP/LR
comprende un listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

7. El agente biofarmacéutico para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el LRP/LR forma
parte de un agente de transfeccion para expresar un precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor
de laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, estando el fragmento expuesto en SEQ ID NO: 4
o SEQ ID NO: 5, preferiblemente el agente de transfeccion es el plasmido pClneo-moLRP::FLAG.

8. El agente biofarmacéutico para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en el que las nanoparticulas
son nanoparticulas poliméricas y biodegradables para proporcionar, en uso, un riesgo reducido de una respuesta
inmunogénica a dichas nanoparticulas poliméricas, y ademas en el que las nanoparticulas poliméricas son
biocompatibles para mitigar el riesgo de cualquier respuesta inmunogénica a dichas nanoparticulas poliméricas, y
ademas en el que dichas nanoparticulas poliméricas son una 0 méas seleccionadas del siguiente grupo: eudragit,
goma arabiga, carragenina, celulosa, hidroxipropilcelulosa (HPC), metilcelulosa (MC), hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), quitina, pectina, amilopectina, caucho natural, polietileno,
polipropileno, poliestireno, poliamida, poliacrilonitrilo, cloruro de polivinilo, alcohol polivinilico (PVA), polietilenglicol
(PEG), 6xido de polietileno (PEG), poli(D-lactida) (PDLA), acido polilactico (PLLA), poligalacturonato, metilcelulosa
(poliacetales), poli(e-caprolactona), fosfolipidos, polisacaridos, polisacaridos polianiénicos, carboximetilcelulosa,
carboximetilamilosa, condroitin-6-sulfato, sulfato de dermatano, heparina, sulfato de heparina, poli(metilacrilato de
hidroxietilo), colageno, fibrinégeno, albumina, fibrina, acrilamida, copolimeros a base de hidroxipropilmetacrilamida,
poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida) (pNIPAAm), polivinilpirrolidona, poli(acido metacrilico-g-etilenglicol), poli(N-
2-hidroxipropilmetacrilamida), poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA), quitosano, poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo) (HEMA), polifazeno, fosforilcolina, &cido hialurénico (HA), metacrilato de hidroxietilo (HEMA), metilen-
bis-acrilamida (MBAAm), poli(acido acrilico) (PAAc), poliacrilamida (PAAm), poliacrilonitrilo (PAN), 6xido de
polibutileno (PBO), policaprolactona (PCL), polietilenimina (PEI), poli(metacrilato de etilo) (PEMA), fumarato de
propileno (PF), poli(metacrilato de glucosiletilo} (PGEMA), poli(hidroxibutirato)} (PHB), poli(metacrilato de hidroxietilo)
(PHEMA), poli(hidroxipropilmetacrilamida) (PHPMA), poliimetacrilato de metilo) (PMMA), poli(N-vinilpirrolidona)
(PNVP), 6xido de polipropileno (PPQ), poli(acetato de vinilo) (PVAc), poli(vinilamina), sulfato de condroitina, sulfato
de dextrano, polilisina, gelatina, carboximetilquitina, dextrano, agarosa, pululano, poliésteres, PEG-PLA-PEG, PEG-
PLGA-PEG, PEG-PCL-PEG, PLA-PEG-PLA, poli(PF-co-EG), poli(tereftalato de PEG/PBQ), PEG-bis-(acrilato de
PLA), PEG6CD, PEG-g-poli(AAm-co-vinilamina), poli(NIPAAm-co-AAc), poli(NIPAAm-co-EMA), PNVP, poli(MMA-co-
HEMA), poli(AN-co-sulfonato de alilo), poli(biscarboxi-fenoxi-fosfaceno), poli(sulfato de GEMA), poli(PEG-co-
péptidos), alginato-g-(PEO-PPO-PEQ), poli(PLGA-co-serina), acrilato de colageno, alginato, acrilato de alginato,
poli(HPMA-g-péptido), HA-g-NIPAAm, y poli(vinil metil éter) (PVME), y/o derivados de uno cualquiera o mas de los
mencionados anteriormente.

9. El agente biofarmacéutico para uso segun la reivindicacién 8, en el que el medio de administracién se formula

para administracién oral, e incluye al menos parcialmente a su alrededor un revestimiento que incluye un inhibidor
del citocromo P450 3A4 (CYP3A4) seleccionado del grupo que consiste en polietilenglicol, poliamina, polimetacrilato
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de metilo, y derivados de los mismos, y en el que el revestimiento incluye ademas un inhibidor de la bomba de eflujo
de P-glicoproteina (P-gp).

10. Un agente biofarmacéutico que incluye un precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de
laminina de alta afinidad (LRP/LR), y/o un fragmento del mismo, para uso en el tratamiento y/o prevenciéon de
aterosclerosis, en el que el LRP/LR, y/o el fragmento del mismo, son para la administracién a una célula diana de un
sujeto que lo necesita, y en el que la célula diana es al menos una del siguiente grupo: células endoteliales de vasos
sanguineos y células de musculos lisos de vasos sanguineos, en uso el agente biofarmacéutico reduce el contenido
de lipidos en la célula diana, y en el que el LRP/LR comprende un listado de secuencias de péptidos/proteinas como
se expone en SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o un fragmento del mismo como se expone en SEQ ID NO: 4 o SEQ
ID NO: 5.

11. Un agente biofarmacéutico que incluye un precursor del receptor de laminina de 37 kDa/67 kDa / receptor de
laminina de alta afinidad (LRP/LR}, y/o un fragmento del mismo, para uso en el tratamiento y/o prevencién de la
resistencia a insulina y/o diabetes, en el que el LRP/LR, y/o el fragmento del mismo, son para la administracién a
una célula diana de un sujeto que lo necesita, y en el que la célula diana es al menos una del siguiente grupo:
células pancreaticas que incluyen células alfa (a), células beta (B), células delta (3), y células gamma (y), en uso el
agente biofarmacéutico reduce el contenido de lipidos en la célula diana, y en el que el LRP/LR comprende un
listado de secuencias de péptidos/proteinas como se expone en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, o un fragmento del
mismo como se expone en SEQ ID NO: 4 o0 SEQ ID NO: 5.
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