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DESCRIPCION
Polipéptido y su aplicacion
Campo de la invencién

La invencién pertenece al campo de la biomedicina, y esta especificamente relacionada con un polipéptido y su
aplicacion.

Antecedentes de la invencion

La esteatosis hepatica no alcohélica (EHNA) se caracteriza por la acumulacién excesiva de lipidos, tales como
triglicéridos y colesterol libre, en los hepatocitos. Se calcula que la EHNA afecta a un 25 % de la poblacién general en
todo el mundo. La prevalencia de la EHNA se registré en ~50 % de los pacientes con obesidad, ~23 % de los pacientes
con diabetes de tipo 2, ~70 % de los pacientes con hiperlipidemia, ~40 % de los pacientes con hipertensién y ~41 %
de los pacientes con hipertrigliceridemia. Los pacientes con EHNA pueden padecer hepatopatia progresiva, en
concreto, esteatohepatitis no alcohdélica (ENA), carcinoma hepatocelular (CHC) y cirrosis.

Debido a la desconocida e impredecible historia natural de la EHNA, las agencias reguladoras no han aprobado ningin
tratamiento farmacolégico especifico para la EHNA. Una de las intervenciones para controlar la EHNA consiste en
modificar el estilo de vida, p. ej., la alimentacién, hacer ejercicio y perder peso. La Guia Practica recomienda una
pérdida de peso de al menos 3 %-5 % para mejorar la esteatosis, més pérdida de peso (7 %-10 %) para beneficiar las
caracteristicas histopatoldgicas de la ENA, incluida la fibrosis. Aunque las infecciones por virus, los farmacos, las
afecciones metabdlicas y las toxinas pueden causar EHNA, los principales factores de riesgo son la obesidad,
intolerancia a la glucosa, hipertensién, hipertrigliceridemia, colesterol HDL bajo. En comparacidn con las poblaciones
de control, los pacientes con EHNA presentan mayor mortalidad, siendo la enfermedad cardiovascular (ECV) la
principal causa de muerte (38 %) frente a las complicaciones directas de hepatopatia (8 %).

Dado que los niveles elevados de LDL se asocian a un mayor riesgo de aterosclerosis, y que la concentracion de HDL
se correlaciona inversamente con el desarrollo de aterosclerosis, reducir las LDL o aumentarlas HDL se han convertido
en las dos intervenciones principales. Al inhibir la HMG-CoA reductasa para reducir la sintesis de colesterol, las
estatinas pueden reducir las LDL hasta un 50-60 %. Por ello, las estatinas se convierten actualmente en el tratamiento
principal de la aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, los informes demuestran que las
mujeres posmenopausicas tienen un riesgo dos veces mayor de desarrollar cancer de mama en comparacioén con las
que nunca han utilizado estatinas. El tratamiento con estatinas desencadena incluso una nueva aparicién de diabetes.
Otros efectos adversos de las estatinas son pérdida cognitiva, neuropatia, disfuncidén pancreédtica y hepatica, y
disfuncidén sexual. Ademés, las estatinas protegen a los pacientes frente a la morbilidad cardiovascular con una eficacia
inferior al 30 %. La justificacién del uso de estatinas en pacientes con EHNA es que el aumento del riesgo de ECV y
de muerte relacionada con problemas cardiovasculares, supera los efectos adversos de las estatinas, especialmente
en una situacién de ausencia de opciones terapéuticas eficaces. Por tanto, es necesario buscar enfoques terapéuticos
alternativos para tratar la esteatosis hepética y las enfermedades cardiovasculares.

El miembro 1 de la subfamilia A del casete de unién a ATP (ABCA1, ATP Binding Cassette 1) es una proteina
transportadora asociada a la membrana que efluye colesterol y fosfolipidos a la apoA1 (apolipoproteina A1)
extracelular pobre en lipidos para formar HDL naciente. La actividad enzimética en las particulas de HDL nacientes
da lugar a particulas de HDL maduras que participan en la eliminacién del colesterol y fosfolipidos de los tejidos
periféricos. El exceso de colesterol puede llegar al higado y después secretarse en la bilis para su eliminacién a través
de las heces Las mutaciones en el ABCA1 humano pueden provocar deficiencia hereditaria de HDL y la enfermedad
de Tangier debido a la baja capacidad de efluencia de colesterol. En los tejidos de los pacientes aparecen mas
macréfagos espumosos cargados con lipidos. Se ha demostrado que la expresién de la HMG-CoA (hidroximetilglutaril
CoA) reductasa estd aumentada y que la capacidad de efluencia de colesterol est4 alterada en la EHNA y la ENA, con
la consiguiente acumulacién de colesterol celular.

En el documento WO 01/32184 A2 se describen métodos y compuestos para reducir los niveles de LDL o de colesterol
en suero, o para reducir el transporte de colesterol del intestino a la sangre o a la linfa, basandose en la observacién
de que para que el colesterol se transporte desde la luz intestinal al torrente sanguineo, se requiere un gen conocido
como ABC1.

En el documento WO 00/78970 A1 se describen &cidos nucleicos correspondientes a diferentes exones e intrones del
gen ABC1, que se muestra como un gen causante de patologias relacionadas con la disfuncién del metabolismo del
colesterol causante de enfermedades, tales como la aterosclerosis.

Sumario de la invencién

La invencién se define en las reivindicaciones.
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Dado el papel del ABCA1 en la efluencia de colesterol, el inventor de la presente solicitud supone que es posible
reducir la acumulacién de lipidos en los hepatocitos, reducir la inflamacién, estabilizar o tratar la aterosclerosis
mediante el control del ABCA1, completando asi la presente invencion.

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un polipéptido innovador que pueda prevenir y tratar la esteatosis
hepatica no alcohdlica, la aterosclerosis o el sindrome metabdlico, o lograr la pérdida de peso.

Otro objetivo de la presente invencién es definir la aplicacion del polipéptido.

En una realizaciéon, la presente invencién se dirige a un polipéptido, en donde el polipéptido consiste en 16-23,
preferentemente 16-21, 0 méas preferentemente 21 aminoacidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 1.

Preferentemente, el polipéptido consiste en la secuencia consecutiva de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO:
1, SEQID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8.

Preferentemente, uno o més de los aminoéacidos del polipéptido de la presente invencién est4 en forma enantiomérica
D. Mas preferentemente, todos los aminoacidos del polipéptido estan en forma enantiomérica D.

Preferentemente, el polipéptido de la presente invencién se conjuga con acido esteérico. Mas preferentemente, el
polipéptido se conjuga con &cido estearico en su extremo (p. €j., extremo N).

En segundo lugar, la presente invencién define el polipéptido de la invencién para su uso en la prevencion o el
tratamiento de la esteatosis hepatica no alcohélica, la aterosclerosis, el sindrome metabdlico o la obesidad.

En la presente invencidn, el sindrome metabdlico se refiere a un proceso patolégico en el que el trastorno metabdlico
se produce en las proteinas, grasa, hidratos de carbono, etc. del cuerpo humano. Se trata de un conjunto de factores
de riesgo que estan relacionados entre si y conducen a una mayor probabilidad de desarrollar diabetes y
enfermedades cardiovasculares.

El modelo de ratén de aterosclerosis (ratones con inactivacién de apoE (apolipoproteina E)), se utilizé durante la
presente invencién. El experimento se llevd a cabo in vivo con la inyeccién intravenosa de polipéptidos a dosis bajas
de 50 microgramos por ratén una vez cada cuatro dias durante cuatro semanas. En comparacién con los ratones no
tratados, el polipéptido pudo impedir la acumulacién de lipidos neutros en el tejido hepético causada por una dieta rica
en grasa y colesterol en un 53 %; compensar el aumento de peso por la alimentacién; impedir la placa aterosclerética
en la raiz aértica en un 35 %, e impedir la lesién aterosclerética de la aorta completa en un 48 %. Se ha confirmado
que existe una relacién bilateral entre los factores de riesgo, como la obesidad, diabetes, sindrome metabélico, para
desarrollar esteatosis hepética y aterosclerosis. Por lo tanto, el polipéptido de la presente invencién puede tener el
potencial de mejorar el sindrome metabdlico, controlar el peso corporal y tratar la esteatosis hepatica no alcohdlica y
las enfermedades cardiovasculares.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1A muestra tincién con Oil Red O de una seccién criostatica de higado de ratones con inactivacién (knockout)
de apoE alimentados con una dieta baja en grasa (Pienso) en el Ejemplo Experimental 2.

La Figura 1B muestra tinciéon con Oil Red O de una seccién criostatica de higado de ratones con inactivacién de apoE
alimentados con una dieta alta en grasa (HFD, high fat diet) en el Ejemplo Experimental 2.

La Figura 1C muestra tincién con Oil Red O de una seccién criostatica de higado de ratones con inactivacién de apoE
alimentados con una dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccion a través de la vena de la cola del polipéptido
21H21 (HFD+21H21) en el Ejemplo Experimental 2.

La Figura 2 muestra el porcentaje de area (%) de lipidos neutros en una seccién criostatica de higado de ratones con
inactivacién de apoE identificados mediante tincién con Oil Red O en el Ejemplo Experimental 2. Grupo HFD frente a
grupo (HFD+21H21): valor de p = 0,0004.

La Figura 3A muestra tincién con Oil Red O de la raiz aértica de ratones con inactivacién de apoE alimentados con
una dieta baja en grasa (Pienso) en el Ejemplo Experimental 2.

La Figura 3B muestra tincién con Oil Red O de la raiz aértica de ratones con inactivacién de apoE alimentados con
una dieta alta en grasa (HFD) en el Ejemplo Experimental 2.

La Figura 3C muestra tincién con Oil Red O de la raiz adrtica de ratones con inactivaciéon de apoE alimentados con
una dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21
(HFD+21H21) en el Ejemplo Experimental 2.
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La Figura 4 muestra el porcentaje de area (%) de lipidos neutros en la raiz aértica de ratones con inactivacién de apoE
identificados mediante tincién con Oil Red O en el Ejemplo Experimental 2.

La Figura 5 muestra tincién con Oil Red O de la aorta completa de ratones con inactivacién de apoE del Ejemplo
Experimental 3.

La Figura 6 muestra el porcentaje de area (%) de lipidos neutros sobre la aorta completa de ratones con inactivacion
de apoE identificados mediante tincién con Oil Red O en el Ejemplo Experimental 3. Grupo HFD frente a grupo
(HFD+21H21): valor de p = 4,40108E-05

La Figura 7 muestra tincién con Oil Red O de la aorta completa de ratones deficitarios en LDLR (siglas del inglés fow-
density lipoprotein receptor, receptor de lipoproteina de baja densidad), alimentados con una dieta baja en grasa
(Pienso) en el Ejemplo Experimental 5.

La Figura 8 muestra tincién con Oil Red O de la aorta completa de ratones deficitarios en LDLR alimentados con una
dieta alta en grasa (HFD) en el Ejemplo Experimental 5.

La Figura 9 muestra tincién con Oil Red O de la aorta completa de ratones deficitarios en LDLR alimentados con una
dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21 (HFD+21H21)
en el Ejemplo Experimental 5.

La Figura 10 muestra el porcentaje de area (%) de lipidos neutros sobre la aorta completa de ratones deficitarios en
LDLR identificados mediante tincién con Oil Red O en el Ejemplo Experimental 5. Pienso: dieta baja en grasa; HFD:
dieta alta en grasa; HFD+21H21: dieta alta en grasa e inyeccién del polipéptido 21H21 a través de la vena de la cola.

Modo de la invencién

Para comprender mejor las caracteristicas y la eficacia de la presente invencién, los términos y descripciones
relacionados con la solicitud de patente se definen como se indica a continuacién. Salvo que se indique lo contrario,
todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente invencién son comprensibles para las personas que
trabajan en este campo. En caso de conflicto, prevaleceran las siguientes definiciones.

Los términos "comprende"”, "incluye", "tiene", "contiene" o cualquier otro término similar, son expresiones transitorias
abiertas, que pretenden cubrir pero no excluir. Por ejemplo, una composicién o articulo que contenga elementos
plurales no se limita a los elementos enumerados en el presente documento, pero también puede incluir otros
elementos que no se enumeran explicitamente pero que, en general, son inherentes a la composicién o al articulo.
Ademés, a menos que se indique expresamente lo contrario, el término "0" se refiere a un "0" inclusivo y no a un "o"
exclusivo. Por ejemplo, cualquiera de las siguientes condiciones satisface la condicién "A o B": A es verdadero (o
existe) y B es falso (o0 no existe), A es falso (0 no existe) y B es verdadero (o existe), Tanto A como B son verdaderas
(o existen). La interpretacién de los términos "comprende", "incluye", "tiene", "contiene" se consideraran
especificamente divulgados y al mismo tiempo incluiran "consiste en" y "consiste sustancialmente en" y otros cierres
o conectivos semicerrados.

Todas las caracteristicas o condiciones definidas en forma de intervalos numéricos o intervalos porcentuales son sélo
a efectos de brevedad y comodidad. Por consiguiente, debe considerarse que la descripcién del intervalo numérico o
del intervalo porcentual incluye y desvela especificamente todos los posibles subintervalos y valores individuales
dentro del intervalo, especialmente los valores enteros. Por ejemplo, debe considerarse que la descripcién del intervalo
de "1 a 8" divulga todos los subintervalos tales comode 1a7,de2a 8, de2a6,de3a6,ded4a8 de3as etc,y
especialmente el intervalo secundario definido por todos los valores enteros tales como 1,2, 3,4,5,6, 7y 8.

Salvo que se indique lo contrario, la interpretacién anterior es aplicable a todo el contenido del texto completo de la
presente invencion, independientemente de su amplio alcance o no.

Si una cantidad u otro valor o pardmetro se expresa en términos de un intervalo, un intervalo preferido, o una serie de
limites superior e inferior, debe considerarse que esta expresién divulga especificamente cualquier limite superior o
valor preferido del intervalo y el limite inferior del intervalo, o todos los intervalos constituidos por valores preferidos,
independientemente de si estos intervalos se divulgan por separado. Ademas, cuando se menciona un intervalo
numeérico, salvo que se indique lo contrario, el intervalo rango debe incluir sus extremos y todos los nimeros enteros
y fracciones dentro del intervalo.

Con la condicién de que la invencidn sea realizable, debe considerarse que un valor numérico tiene la precisiéon con
digitos significativos del valor numérico. Por ejemplo, debe considerarse que el nimero 40,0 cubre la intervalo de
39,50 a 40,49.

Las siguientes modalidades especificas de implementacién son meramente ilustrativas por naturaleza, y no pretenden
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limitar la presente invencién ni su aplicacién. Ademas, el presente documento no esta limitado por ninguna teoria
descrita en el anterior estado de la técnica o contenido de la invencién ni por las siguientes modalidades especificas
de aplicacién.

Ejemplos de preparacién
Ejemplo de preparacién 1
Se ha utilizado sintesis en fase sélida para sintetizar polipéptidos mediante CASLOApS, c/o Scion Denmark Technical

University, Diplomvej 381, DK-2800, Lyngby, Dinamarca.
SEQ ID NO: 1 (FAYLQDVVEQAIIRVLTGTEKKT);

SEQ ID NO: 2 (FAYLQDVVEQAIIRVLTGTEKK);
SEQ ID NO: 3 (FAYLQDVVEQAIIRVLTGTEK),
SEQ ID NO: 4 (FAYLQDVVEQAIIRVLTGTE),
SEQ ID NO: 5 (FAYLQDVVEQAIIRVLTGT);
SEQ ID NO: 6 (FAYLQDVVEQAIIRVLTG);
SEQ ID NO: 7 (FAYLQDVVEQAIIRVLTY);

8 (

SEQ ID NO: 8 (FAYLQDVVEQAIIRVL).

Ejemplo de preparacién 2

El 4cido estearico se conjugd con el extremo N del polipéptido SEQ ID NO: 3 (FAYLQDVVEQAIIRVLTGTEK) para
convertirse en el polipéptido 21H21. Los procedimientos fueron los siguientes: El polipéptido se sintetizé primero
mediante sintesis en fase sdélida, seguido de la conjugacidén del acido estearico con el extremo N del polipéptido
mediante una reaccién quimica. El acido esteérico-polipéptido se liberé de la fase sélida mediante una reaccién
quimica. El polipéptido sintetizado se purificé hasta la homogeneidad (>98 %) mediante cromatografia en fase inversa.
La pureza del polipéptido se determiné mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, high-performance
liquid chromatography), y el peso molecular del polipéptido se confirmé mediante espectrometria de masas (MALDI-
TOF).

Preparacién de péptidos para inyeccién en la vena de la cola: en primer lugar se afiaden 25 microlitros de DMSO
(D2650, Sigma-Aldrich) para disolver 1 mg de péptidos sintéticos y, a continuacién, se afiaden 475 microlitros de
tampén PBS 1 vez. La concentracién final de la muestra es de 2 ug/pl (DMSO al 5 %). Tampén PBS 1 vez (fosfato
10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5): se disuelven 1,42 g de NaoHPOy, 8,75 g de NaCl en 950 ml de agua destilada, se
ajusta el pH a 7,5 con acido fosférico, se afiade agua destilada hasta un volumen total de 1 litro, se esteriliza la solucién
a alta temperatura.

Ejemplos experimentales
Ejemplo experimental 1: Procedimientos con animales

Se adquirieron ratones (C57BL/6J) macho con inactivacion de apoE de 10 semanas de vida en GemPharmatech,
Nanjing, Jiangsu, China. Los ratones se alimentaron con una dieta baja en grasa [alimento SPF (Specific Patogen
Free, libre de patdgenos especificos) de crecimiento y reproduccién para ratas y ratones: 12,95 % de grasa (p/p),
24,02 % de proteina (p/p)] de Beijing KeaoXieli Feed Co. Ltd., Beijing, China en una instalacién libre de patégenos
durante dos semanas y después se dividieron en los tres grupos siguientes (8 ratones cada grupo): (a) el grupo de
control, que se alimentd con una dieta baja en grasa, denominada Pienso; (b) el grupo de dieta alta en grasa, que se
alimentd con una dieta alta en grasa (HFD) [21 % de grasa (p/p), 0,15 % (p/p) de colesterol, 20 % de proteinas (p/p),
Research Diets, New Brunswick, NJ, D12079Bj, denominada HFD; (c) el grupo de tratamiento, que se alimenté con
una dieta alta en grasa y recibié una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21 (50 ug/200 pl de
PBS 1 vez) una vez cada cuatro dias, denominada HFD+21H21. La inyeccién total fue de 10 veces. Un dia después
de la Ultima inyeccidn, los ratones se anestesiaron y se sometieron a eutanasia con diéxido de carbono, y después,
se extrajo su sangre y se extirparon el higado y la aorta. Durante el periodo del experimento, se pesé cada grupo de
ratones. Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices de gestién de animales
de la Republica Popular China.

El polipéptido 21H21 de la presente invencién pudo compensar el aumento de peso de una dieta alta en grasa en
ratones con inactivacién de apoE (tabla 1).
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Tabla 1
Peso corporal promedio por ratdn Cambio de peso corporal
(9)
Tiempo Pienso HFD HDF+21H21 | Aumento porcentual de peso Disminucién porcentual de
corporal (HFD frente a peso corporal (HFD+21H21
Pienso) frente a HFD)
Dia 83 Fecha de inicio del experimento
Dia 88 27,13 27,96 24,38 3,08 12,82
Dia 97 28,1 29,02 24,83 3,27 14,46
Dia 105 27,48 29,94 25,21 8,97 15,79
Dia 110 28,08 29,72 25,61 5,86 13,82
Dia 119 27,94 30,34 26,63 8,6 12,24
Dia 123 28,06 31,5 26,76 12,25 15,04

Nota: Después de comenzar el experimento, cada grupo de 8 ratones se pesé conjuntamente una vez a la
semana durante un total de 6 veces.

Ejemplo experimental 2: Preparacion de la seccién criostatica de tejido y tincién con Oil Red O

El tejido hepatico extirpado en el Ejemplo Experimental 1, se embebié en compuesto OCT (Sakura Tissue-Tek) y se
conservé a -80 °C. Se cortaron secciones de tejido de 7 um de grosor y se montaron en portaobjetos histoldgicos
recubiertos con poli-L-lisina. Las secciones de tejido hepatico se conservaron a -80 °C.

La mitad superior del corazén junto con el tejido de la raiz aértica extirpado en el Ejemplo Experimental 1, se embebid
en compuesto OCT (Sakura Tissue-Tek) y se conservd en -80 °C. Se cortaron secuencialmente secciones de tejido
de 7 ym de grosor hasta que aparecieron las valvulas adrticas y se confirmaron al microscopio. Las secciones de la
raiz a6rtica se montaron en portaobjetos histol6gicos recubiertos con poli-L-lisina y se conservaron a -80 °C.

Las secciones criostéticas de tejido se descongelaron a temperatura ambiente durante 10 minutos y después se tifieron
con Oil Red O (01391, Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de aclarar los portaobjetos
con agua destilada durante 5 minutos, las secciones se examinaron al microscopio para garantizar una tincién 6ptima.
Si el tiempo de tincidn es insuficiente, se repite la etapa de tincidn. Después de la tincién, las secciones de tejido se
montan con cubreobjetos utilizando de 2 a 3 gotas de solucién de montaje hidrosoluble. Después de 10 minutos, los
bordes del cubreobjetos se sellan con esmalte de ufias. Con un microscopio invertido se toman fotografias de las
secciones de tejido teflidas. Las figuras 1A-1C demuestran la tincién con Oil Red O de las secciones criostaticas de
higado de ratones con inactivacién de apoE alimentados con dieta baja en grasa (Pienso), dieta alta en grasa (HFD),
dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21 (HFD+21H21)
respectivamente. Las figuras 3A-3C muestran la tincién con Oil Red O de secciones criostaticas de la raiz adrtica de
ratones con inactivacién de apoE alimentados con dieta baja en grasa (Pienso), dieta alta en grasa (HFD), dieta alta
en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21 (HFD+21H21)
respectivamente.

La figura 2 representa el porcentaje de area (%) de lipidos neutros en secciones criostaticas de higado identificadas
mediante tincién con Oil Red O en ratones alimentados con una dieta baja en grasa (Pienso), dieta alta en grasa
(HFD), dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21
(HFD+21H21) respectivamente. La figura 2 muestra que el polipéptido DL21 pudo impedir la acumulacién de lipidos
neutros en el tejido hepatico causada por una dieta alta en grasa en un 53 % con un valor de p = 0,0004 [HFD frente
a (HFD+21H21)], lo que demuestra que el polipéptido 21H21 de la presente invencién puede impedir la acumulacién
de lipidos neutros en el tejido hepético.

La figura 4 presenta el porcentaje de area (%) de lipidos neutros en secciones criostaticas de la raiz aértica
identificadas mediante tincién con Oil Red O en ratones alimentados con una dieta baja en grasa (Pienso), dieta alta
en grasa (HFD), dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21
(HFD+21H21) respectivamente. La figura 4 demuestra que el polipéptido 21H21 pudo impedir la acumulaciéon de
lipidos neutros en la raiz aértica causada por una dieta alta en grasa en un 35 %, lo que demuestra que el polipéptido
21H21 de la presente invencion puede impedir la acumulacién de lipidos neutros en la raiz adrtica.

Ejemplo experimental 3: Separacién de la aorta y su tincién con Oil Red O
La separacién de la aorta del Ejemplo Experimental 1, se llevé a cabo como en Tangirala RK, et al. (Circulation. 1999;

100: 1816-1822). Después, los ratones con inactivacién de apoE se anestesiaron y se sometieron a eutanasia, durante
10 minutos el ventriculo izquierdo se perfundié con PBS helado 1 vez. La mitad superior del corazén, junto con el tejido
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de la raiz adrtica, se embebid en compuesto OCT (Sakura Tissue-Tek) y se conservé a -80 °C. La aorta se extrajo tras
cortar las arterias menores ramificadas y se fij6 en solucién de paraformaldehido y sacarosa (paraformaldehido al 4 %,
sacarosa al 5% y EDTA 20 uM, pH 7,4). Después de retirar el tejido adventicio y adiposo, la aorta se abrié
longitudinalmente, se sujet6 en la superficie de cera negra con una aguja de acero inoxidable (0,2 mm de didmetro), y
se fij6 en la solucién paraformaldehido y sacarosa a temperatura ambiente durante 12 horas. A continuacién, la aorta
se aclaré con PBS 1 vez durante 10 minutos 3 veces cada vez, seguido de tincién con Oil Red O durante 1 hora. Las
aortas tefiidas se fotografiaron después de lavarlas con PBS 1 vez durante 5 minutos. La figura 5 representa la tincién
con Oil Red O de la aorta completa de ratones con inactivacion de apoE alimentados con dieta baja en grasa (Pienso),
dieta alta en grasa (HFD), dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del
polipéptido 21H21 (HFD+21H21) respectivamente.

La figura 6 muestra el porcentaje de area (%) de lipidos neutros sobre la aorta completa identificado mediante tincion
con Oil Red O. Los ratones con inactivacién de apoE se alimentaron con una dieta baja en grasa (Pienso), dieta alta
en grasa (HFD), dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21
(HFD+21H21) respectivamente. En comparacion con los ratones no tratados (HFD), el polipéptido 21H21 pudo impedir
que en los ratones (HFD+21H21) se produjera una lesion aterosclerética de la aorta completa en un 48 %, lo que
demuestra que el polipéptido 21H21 puede impedir la acumulacién de lipidos neutros en la aorta.

Ejemplo experimental 4: Procedimientos con animales

Se adquirieron ratones macho deficitarios en LDLR (C57BL/6-Ldlrem1 Cd82/Nju) de 11 semanas de vida en
GemPharmatech, Nanjing, Jiangsu, China. Los ratones se alimentaron con una dieta baja en grasa [alimento SPF
(Specific Patogen Free, libre de patégenos especificos) de crecimiento y reproduccion para ratas y ratones: 12,95 %
de grasa (p/p), 24,02 % de proteina (p/p)] de Beijing KeaoXieli Feed Co. Ltd., Beijing, China en una instalacién libre
de patégenos durante dos semanas y después se dividieron en los tres grupos siguientes (8 ratones cada grupo): (a)
el grupo de control, que se aliment6 con una dieta baja en grasa, denominada Pienso; (b) el grupo de dieta alta en
grasa, que se alimentd con una dieta alta en grasa (HFD) [21 % de grasa (p/p), 0,15 % (p/p) de colesterol, 20 % de
proteinas (p/p), Research Diets, New Brunswick, NJ, D12079B], denominada HFD; (c) el grupo de tratamiento, que se
alimenté con una dieta alta en grasa y recibié una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido
21H21(50 pg/200 pl de PBS 1 vez) una vez cada tres dias, denominada HFD+21H21. La inyeccidn total fue de 10
veces. Un dia después de la Ultima inyeccidn, los ratones se anestesiaron y se sometieron a eutanasia con diéxido de
carbono, y después, se extrajo su sangre y se extirparon el higado y la aorta. Durante el periodo del experimento, se
pesd cada grupo de ratones. Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices
de gestién de animales de la Republica Popular China.

La siguiente Tabla 1 muestra que el polipéptido 21H21 de la presente invencién pudo compensar el 29 % del aumento
de peso por dieta alta en grasa en ratones deficitarios en LDLR.

Tabla 1 (Cada grupo tenia 8 ratones.)

Dieta Pienso (n=8) | HFD (n=8) | HFD+21H21 (n=8)
Peso corporal promedio antes del experimento (g) 26,29+0,03 | 26,3+0,02 26,54+0,02
Peso corporal promedio después del experimento (g) 28,43+0,02 | 30,02+0,01 29,2+0,02
Porcentaje de aumento de peso durante el experimento (%) 8,14 14,15 10,02
Porcentaje de aumento de peso compensado por 21H21 (%) 29,17

Ejemplo experimental 5: Separacién de la aorta y su tincién con Oil Red O

La separacién de la aorta del Ejemplo Experimental 4, se llevé a cabo como en Tangirala RK, et al. (Circulation. 1999;
100: 1816-1822). Después, los ratones deficitarios en LDLR se anestesiaron y se sometieron a eutanasia, durante 10
minutos el ventriculo izquierdo se perfundié con PBS helado 1 vez. La mitad superior del corazdn, junto con el tejido
de la raiz adrtica, se embebid en compuesto OCT (Sakura Tissue-Tek) y se conservé a -80 °C. La aorta se extrajo tras
cortar las arterias menores ramificadas y se fij6 en solucién de paraformaldehido y sacarosa (paraformaldehido al 4 %,
sacarosa al 5% y EDTA 20 uM, pH 7,4). Después de retirar el tejido adventicio y adiposo, la aorta se abrié
longitudinalmente, se sujet6 en la superficie de cera negra con una aguja de acero inoxidable (0,2 mm de didmetro), y
se fij6 en la solucién paraformaldehido y sacarosa a temperatura ambiente durante 12 horas. A continuacidn, la aorta
se aclaré con PBS 1 vez durante 10 minutos 3 veces cada vez, seguido de tincién con Oil Red O durante 1 hora. Las
aortas teflidas se fotografiaron después de lavarlas con PBS 1 vez durante 5 minutos. La figura 7 muestra tincién con
Oil Red O de la aorta completa de ratones deficitarios en LDLR alimentados con una dieta baja en grasa (Pienso). La
figura 8 muestra tincién con Oil Red O de la aorta completa de ratones deficitarios en LDLR alimentados con una dieta
alta en grasa (HFD). La figura 9 muestra tinciéon con Oil Red O de la aorta completa de ratones deficitarios en LDLR
alimentados con una dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccion a través de la vena de la cola del polipéptido
21H21 (HFD+21H21).
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La figura 10 muestra el porcentaje de area (%) de lipidos neutros sobre la aorta completa identificado mediante tincién
con Oil Red O. Los ratones deficitarios en LDLR se alimentaron con una dieta baja en grasa (Pienso), dieta alta en
grasa (HFD), dieta alta en grasa y que recibieron una inyeccién a través de la vena de la cola del polipéptido 21H21
(HFD+21H21) respectivamente. En comparacion con los ratones no tratados (HFD), el polipéptido 21H21 pudo impedir
que en los ratones (HFD+21H21) se produjera una lesion aterosclerética de la aorta completa en un 94 %, lo que
demuestra que el polipéptido 21H21 puede impedir la acumulacién de lipidos neutros en la aorta.

En los Ejemplos Experimentales 4 y 5, se utilizé un modelo de ratén deficitario en LDLR para el estudio de la
aterosclerosis. Los experimentos se llevaron a cabo in vivo con la inyeccién intravenosa de polipéptidos a dosis bajas
de 50 microgramos por ratdén una vez cada tres dias durante cuatro semanas. En comparacién con los ratones no
tratados, el polipéptido pudo impedir un aumento de peso corporal del 29 % causado por una dieta rica en grasa y rica
en colesterol; impedir que se produjera lesién aterosclerética de la aorta completa en un 94 %.

Los experimentos anteriores son, por naturaleza, descripciones Unicamente auxiliares y no pretenden limitar la solicitud
ni el uso de la presente invencidn. La palabra "ilustrativo(a)" significa "que sirve de ejemplo, que es un ejemplo o una
ilustracién". Ninguna de las realizaciones ilustrativas del presente documento debe interpretarse necesariamente como
que es preferible o ventajosa en comparacién con otras realizaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido, en donde el polipéptido consiste en 16-23, preferentemente 16-21, o mas preferentemente 21
aminoécidos consecutivos de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el polipéptido consiste en la secuencia consecutiva de
aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 8.

3. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde uno o mas de los aminoacidos del polipéptido esta en
forma enantiomérica D, preferentemente, todos los aminoécidos del polipéptido estan en forma enantiomérica D.

4. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde el polipéptido se conjuga con é&cido estearico; preferentemente, el polipéptido se conjuga con acido
esteéarico en su extremo; mas preferentemente, el polipéptido se conjuga con &cido esteérico en el extremo N del
polipéptido.

5. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 a la reivindicacion 4, para su uso en la prevencién o el tratamiento
de la esteatosis hepética no alcohdlica, la aterosclerosis, el sindrome metabdlico o la obesidad.
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