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DESCRIPCION
Un procedimiento para diagnosticar placas ateroescleréticas midiendo CD36
Campo técnico de la invenciéon

La presente invencién se refiere al diagndstico, clasificacion y seguimiento de placas ateroescleréticas usando la
medida de la concentracién de CD36 en un fluido corporal y/o la propia placa.

Antecedentes de la invenciéon

La ateroesclerosis es una enfermedad inflamatoria progresiva en la que se acumulan en la pared arterial lipidos,
matriz extracelular, macréfagos y células de la musculatura lisa vascular activadas, dando lugar a la aparicion de una
placa ateroesclerética. La progresion de las lesiones ateroescleréticas puede desencadenar episodios isquémicos
diversos, tales como sindromes coronarios agudos, accidentes isquémicos transitorios (AIT) y apoplejia, debidos a
que partes de la placa se sueltan y se transportan por el torrente circulatorio hasta que la placa se detiene porque el
tamano de la placa supera el tamafio de la arteria. Sin embargo, aunque se ha extendido el conocimiento de la
participacion de mediadores inflamatorios en el proceso ateroesclerético, no esta clara la identificacion de los
diferentes componentes, ni su importancia relativa. En particular, no se comprende totalmente la manera en que la
inflamacion puede promover la transicion desde una placa fibroateromatosa asintomatica hasta una lesion vulnerable
y sintomatica.

La CD36 tiene numerosas funciones celulares. Es una translocasa de acidos grasos (FAT) y pertenece a la familia
de receptores secuestrantes de clase B, desempefiando un papel importante en la incorporacion de acidos grasos
de cadena larga (AGCL) sobre la membrana celular en tejido metabdlicamente activo, en la formacion de células
espumosas y en la incorporacion de OxLDL por macréfagos. Después, los macréfagos ricos en lipidos se diferencian
a o adquieren las caracteristicas de células espumosas y contribuyen a la formacion de lesiones ateroescleroéticas.
Ademas, la CD36 de los macréfagos, junto con la TSP y la integrina alphavbeta3, puede fagocitar neutrofilos
apoptésicos. Por otro lado, la proteina es uno de los receptores de colageno en la adhesion y agregacion de
plaquetas. Ademas, la CD36 citoplasmica desempefia un papel importante en la transduccién de sefales al
interaccionar con tirosina cinasas de la familia Src. La deficiencia en CD36 en poblaciones asiaticas y africanas se
ha asociado con la resistencia a la insulina. Los nombres alternativos para la CD36 (determinante agrupado 36)
incluyen CD36 [nomenclatura de genes HUGQ)], GPlllb, GPIV, antigeno OKM5 y PASIV.

El documento EP1431399 se refiere a un procedimiento para identificar agentes terapéuticos para reducir y realizar
un seguimiento del crecimiento, la erosion, la ruptura o la estabilidad de una placa ateroesclerética que comprende
el andlisis de la expresion diferencial de al menos dos genes que codifican proteinas escogidas de entre estearoil
CoA desaturasa, acido fosfatidico fosfatasa y fosfolipasa especifica de fosfoinositido B1.

El documento JP 2000 180447 describe la determinacion de infarto de miocardio agudo detectando un antigeno
CD36 en una muestra de un organismo tomada de un ser humano y comparando la cantidad de antigeno CD36
detectada con la de una persona con un organismo sano normal. Nakagawa-Toyama et al. (Atherosclerosis. jun. de
2001;156(2):297-305) estudiaron la localizacion de CD36 en lesiones coronarias ateroescleréticas humanas y
descubrieron que la expresién de CD36 en estas lesiones se aceleraba en paralelo con la progresion de la
ateroesclerosis.

Nakata et al. (Arterioscler Thromb Vase Biol. mayo de 1999; 19(5): 1333-9) estudiaron la localizacion
inmunohistoquimica de CD36 en aorta humana y descubrieron que la CD36 se expresa altamente sobre macréfagos
cargados de lipidos en aorta humana ateroesclerética.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han descubierto que la concentracién aumentada de CD36 en una muestra de fluido
corporal de un individuo que tiene una placa ateroesclerética o en una placa ateroesclerética como tal se
correlaciona con un aumento del riesgo de que dicha placa ateroesclerética se convierta en una placa
ateroescleroética sintomética.

Por tanto, la presente invencién se refiere a procedimientos para diagnosticar, clasificar y realizar un seguimiento de
placas ateroescleréticas, por ejemplo, con el fin de distinguir placas ateroescleréticas estables de placas
ateroesclerdticas inestables. Ademas, en el presente documento se sugiere que la proteina CD36 circulante, que no
esta unida a células (CD36 soluble, (sCD36)) o una fraccion o fragmento de la misma, opcionalmente como parte de
un complejo lipoproteico, puede ser un marcador diagndstico o predictivo util para placas ateroescleréticas en vasos
sanguineos, en particular en arterias carétidas y arterias coronarias.

Se ha descubierto que la concentracion de CD36 tanto en plasma como en las placas ateroescleréticas aumenta con
la progresion de las placas ateroescleroticas hacia placas ateroescleréticas sintomaticas. En consecuencia, se
puede usar el aumento de la concentracion de CD36 como indicacién de la progresion de las placas
ateroescleréticas. Se puede usar el procedimiento para diagnosticar el riesgo de un individuo de desarrollar un
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episodio isquémico como se describe en el presente documento y, ademas, se puede usar el procedimiento para
realizar un seguimiento de un individuo durante un periodo en el que se observa si una placa ateroesclerética
progresa o no.

Asi, un aspecto de la presente invencidon se refiere a un procedimiento para diagnosticar una(s) placa(s)
ateroesclerdtica(s) en un individuo, comprendiendo dicho procedimiento, en una muestra de dicho individuo, i)
determinar la concentracion de un polipéptido de CD36, ii) correlacionar dicha concentracion determinada en i) con
un nivel de referencia y iii) basandose en dicha correlacion de acuerdo con ii), diagnosticar dicha(s) placa(s)
ateroesclerotica(s).

En otro aspecto mas, la presente invencién se refiere a un procedimiento para diagnosticar la estenosis provocada
por placas ateroescleréticas en un individuo, comprendiendo dicho procedimiento, en una muestra de dicho
individuo, i) determinar la concentracién de un polipéptido de CD36, ii) correlacionar dicha concentracion
determinada en i) con un nivel de referencia y iii) basandose en dicha correlaciéon de acuerdo con ii), diagnosticar el
grado de estenosis provocado por placas ateroescleréticas en un individuo.

En un ultimo aspecto, la presente invencién se refiere a un kit para su uso en los procedimientos divulgados en el
presente documento, en el que el kit comprende al menos un elemento de deteccion. Se aprecia que el elemento de
deteccién es al menos un anticuerpo, en el que dicho anticuerpo se dirige contra el polipéptido de CD36 o parte del
mismo. Ademas, se debe entender que el elemento de deteccion se selecciona del grupo que consiste en al menos
un cebador, al menos una sonda y al menos un par de cebadores que puede detectar una molécula de acido
nucleico que codifica CD36.

Dibujos
Figura 1:

CD36 soluble (sCD36) en plasma de pacientes con ateroesclerosis carotidea de acuerdo con la estabilidad de la
placa. Los datos se dan como funcion del periodo de tiempo desde los ultimos sintomas clinicos. La estenosis
carotidea se diagnostico y clasificd por ecografia duplex a color precerebral (1) y angiotomografia (2) de acuerdo con
criterios de consenso. La sCD36 es mas alta en pacientes que habian experimentado sintomas clinicos en los
ultimos 2 meses (< 2 meses), en comparacion con pacientes que habian experimentado sintomas 3-6 meses (3-6
meses) o mas de 6 meses (> 6 meses), desde los Ultimos sintomas antes de la exploracion y la toma de muestras
de sangre. N = nimero de pacientes, p = nivel de significacion (prueba de la U de Mann-Whitney). La sCD36 en
plasma se mide como unidades relativas, es decir, con respecto a una reserva de plasma con EDTA de la toma de
muestras de sangre hospitalaria rutinaria. Los sintomas clinicos de placas indican la presencia de sintomas
cerebrovasculares. Las placas ateroescleréticas sintomaticas son placas en pacientes con apoplejia, AlT (accidente
isquémico transitorio) o amaurosis fugaz homolateral por arteria carétida interna estenésica. Las barras de error
representan el EEM.

(1) Grant EG, Benson CB, Moneta GL et al. Carotid artery stenosis: gray-scale and Doppler US diagnosis - Society
of Radiologists in Ultrasound Consensus Conference, Radiology. 2003; 229:340-346

(2) Anderson GB, Asforth R, Steinke DE et al. CT angiography for the detection and characterization of carotid artery
bifurcation disease. Stroke. 2000; 31:2168-2174.

Figura 2:

Niveles plasmaticos de CD36 soluble (sCD36) en pacientes con estenosis carotidea ateroesclerética. Se dividieron
los pacientes en grupos de acuerdo con los meses (meses) transcurridos desde sus Ultimos sintomas clinicos.
Sintomas clinicos en los ultimos 2 meses (barra blanca, n=16), 3-6 meses (barra con trama, n=15) o0 mas de 6
meses (barra negra, n=31). *, p< 0,02 frente a 2 meses; #, p< 0,02 frente a 2 meses.

Figura 3:

CD36 soluble (sCD36) en plasma de pacientes con ateroesclerosis carotidea. La estenosis carotidea se diagnostico
y clasifico por ecografia duplex a color precerebral (1) y angiotomografia (2) de acuerdo con criterios de consenso.
Se dividieron los pacientes en ecolucentes (EL) y ecégenos (EG) en funcidon de la clasificacion ecografica. N =
niamero de pacientes, p = nivel de significacion (prueba de la U de Mann-Whitney). La sCD36 en plasma se mide
como unidades relativas, es decir, en una reserva de plasma con EDTA de la toma de muestras de sangre
hospitalaria rutinaria. Las barras de error representan el EEM.

(1) Grant EG, Benson CB, Moneta GL et al. Carotid artery stenosis: gray-scale and Doppler US diagnosis - Society
of Radiologists in Ultrasound Consensus Conference, Radiology. 2003; 229:340-346

(2) Anderson GB, Asforth R, Steinke DE et al. CT angiography for the detection and characterization of carotid artery
bifurcation disease. Stroke. 2000; 31:2168-2174.
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Figura 4:

Niveles plasmaticos de CD36 soluble (sCD36) en pacientes con estenosis carotidea ateroesclerética. Se agruparon
los pacientes basandose en la ecogenia después de la exploracion ecografica de la arteria carétida ateroesclerética.
EL, placas ecolucentes (n= 20); EG, plagas ecégenas/heterogéneas (n=39). (*), p=0,09.

Figura 5:

Se clasificaron placas ateroescleréticas de la arteria carétida interna de pacientes sometidos a endarterectomia en
dos grupos en funcion de si los pacientes habian experimentado o no apoplejia homolateral, AIT o amaurosis fugaz
en los seis meses anteriores a la intervencion quirurgica. Se caracterizaron las placas como sintomaticas (n=3) o
asintomaticas (n=4) de acuerdo con la presencia o ausencia de sintomas cerebrovasculares, respectivamente. Se
midié la CD36 soluble (sCD36) en plasma de muestras de sangre extraidas el dia anterior a la intervencion
quirdrgica. Los pacientes fueron idénticos a los pacientes incluidos en el analisis de perfil de expresion génica
(micromatrices) de la placa carotidea (tabla 1) con la excepcion de que faltaba la muestra de sangre de uno de los
pacientes vy, por lo tanto, no se midié la sCD36. N = nimero de pacientes. La sCD36 en plasma se mide como
unidades relativas, es decir, con respecto a una reserva de plasma con EDTA de la toma de muestras de sangre
hospitalaria rutinaria. Las barras de error representan el EEM.

Figura 6:

Fotomicrografias representativas de secciones seriadas que demuestran la inmunotincién anti-CD36 (A), anti-
calprotectina (B) y anti-actina de musculo liso (C) en una lesion carotidea ateroesclerodtica retirada por
endarterectomia de un paciente con enfermedad inestable. Se localizé inmunorreactividad de CD36 en partes del
nucleo rico en lipidos (*) de la lesidn con numerosos macréfagos positivos para CD68, como se ve en el panel B. No
se observd inmunotincién fuera del nucleo. La inmunotincion anti-CD36 mas fuerte se observd en regiones
adyacentes al medio (m). El panel C demuestra inmunotincién anti-actina de musculo liso en el medio. Barra de
escala 100 pm.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones:

Placas ateroesclerdticas: el término se usa con su significado convencional, es decir, acumulacion en la pared
arterial de lipidos, material extracelular, mediadores inflamatorios, células inflamatorias (es decir, leucocitos),
macrofagos y células de la musculatura lisa vascular.

Placa ateroesclerdtica sintomatica: Una placa ateroesclerética en un individuo que ha padecido sintomas, por
ejemplo, en forma de apoplejia homolateral, accidente isquémico transitorio o amaurosis fugaz.

Placa ateroesclerdtica asintomaética: una placa ateroesclerética en un individuo que no ha experimentado los
sintomas mencionados en el epigrafe placa ateroesclerética sintomatica en los ultimos seis meses 0 mas.

Placa ateroesclerdtica estable: una placa ateroesclerética en un individuo que no muestra signos de progresion
durante un periodo de tiempo predefinido de seis meses o0 mas.

Placa ateroesclerdtica inestable: una placa ateroesclerética en un individuo que muestra signos de progresion.

En el presente contexto, el término placa ateromatosa es la acumulacion e inflamacién en las paredes arteriales,
donde la inflamacién la provocan, por ejemplo, macréfagos, desechos celulares, lipidos tales como colesterol y
acidos grasos, calcio y tejido conjuntivo fibroso. Asi, el proceso del desarrollo de ateromas en un individuo se
denomina aterogenia y el resultado global del proceso de enfermedad se llama ateroesclerosis. Por lo tanto, en la
presente invencion, el término placa ateromatosa se usa de forma intercambiable con placa ateroesclerética.

Con el término ‘molécula de acido nucleico que codifica CD36’ se quiere decir un producto transcripcional del gen
que codifica CD36.

Diagnéstico: como se usa en el presente documento, se refiere a procedimientos por los que el experto en la técnica
puede estimar y/o determinar si un paciente padece o no una enfermedad o afeccion dadas. Con frecuencia, el
experto en la técnica elabora un diagndstico basandose en uno o mas indicadores diagndsticos, es decir, en la
cantidad o concentracion de un marcador, o el cambio de la cantidad del marcador que es indicativo de la presencia,
gravedad o ausencia de la afeccion.

Tal como se usa en el presente documento, el término correlacionar se refiere a comparar la presencia o la cantidad
del/de los marcador(es) en un paciente con su presencia o cantidad en individuos que padecen o tienen riesgo de
padecer una afeccion dada; o en personas que se sabe que no tienen una afeccion dada. Como se analiza
anteriormente, se puede comparar el nivel de un marcador en una muestra de un paciente con un nivel que se sabe
que esta asociado con un diagnéstico especifico. Se dice que se ha correlacionado el nivel de marcador de la
muestra con un diagnostico; es decir, el experto en la técnica puede usar el nivel de marcador para determinar si el
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paciente padece o no un tipo de diagnostico especifico, y actuar en consecuencia. De forma alternativa, se puede
comparar el nivel de marcador de la muestra con un nivel de marcador que se sabe que esta asociado con un buen
resultado (p. €j., la ausencia de enfermedad, etc.).

Se aprecia que, en la presente invencion, el término ‘marcador’ se refiere a un polipéptido de CD36 y/o una molécula
de acido nucleico que codifica CD36.

Tal como se usa en el presente documento, determinar el diagnéstico se refiere a procedimientos por los que el
experto en la técnica puede determinar la presencia o ausencia de una enfermedad en particular en un paciente. El
término "diagndstico" no se refiere a la capacidad de determinar la presencia o ausencia de una enfermedad en
particular con una precisién del 100 %. En su lugar, el experto en la técnica entendera que el término "diagndstico"
se refiere a una probabilidad aumentada de que una enfermedad determinada esté presente en el sujeto. En
realizaciones preferentes, un diagndstico indica una probabilidad aumentada aproximadamente un 5 % de que una
enfermedad esté presente, aproximadamente un 10 % de probabilidad, aproximadamente un 15 % de probabilidad,
aproximadamente un 20 % de probabilidad, aproximadamente un 25 % de probabilidad, aproximadamente un 30 %
de probabilidad, aproximadamente un 40 % de probabilidad, aproximadamente un 50 % de probabilidad,
aproximadamente un 60 % de probabilidad, aproximadamente un 75 % de probabilidad, aproximadamente un 90 %
de probabilidad y aproximadamente un 95 % de probabilidad. En este contexto, el término "aproximadamente" se
refiere a +/- el 2 %.

Diagnéstico, clasificacion y seguimiento del estado de la placa ateroesclerética

La presente invencion se basa en el analisis de placas y muestras de sangre de pacientes que han padecido o
padecen estenosis carotidea interna y que se trataron por endarterectomia carotidea o angioplastia carotidea con
implante de endoprétesis. Basandose en los resultados de un estudio sobre la concentracion de polipéptido de CD36
en muestras de pacientes, la presente invencion permite realizar un seguimiento de la progresion hacia una placa
sintomatica.

Es importante diagnosticar, clasificar y realizar un seguimiento de la desestabilizacion de una placa ateroesclerética
que da lugar a la progresion de una placa ateroesclerética desde asintomatica a sintomatica, ya que la
desestabilizacion puede desencadenar episodios isquémicos agudos diversos, tales como apoplejia, accidente
isquémico transitorio, y sindromes coronarios agudos.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar placas ateroescleréticas en un individuo con el
fin de predecir y evitar episodios isquémicos agudos debidos a la desestabilizacion de las placas.

El procedimiento se puede usar para diagnosticar, clasificar y realizar un seguimiento de placas ateroescleréticas en
cualquier arteria, en particular en las arterias carétidas y las arterias coronarias, asi como un procedimiento para
determinar si un individuo esta en riesgo de tener y/o desarrollar una placa ateroesclerética sintomatica.

Asimismo, la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar el grado de estenosis provocado por
una placa ateroesclerética, midiendo la concentracion de polipéptido de CD36 o molécula de &cido nucleico de
CD36.

Por tanto, la presente invencion se refiere en un aspecto a un procedimiento para diagnosticar placas
ateroescleroéticas en un individuo, comprendiendo dicho procedimiento, en una muestra de dicho individuo,

i) determinar la concentracion de un polipéptido de CD36 soluble, ii) correlacionar dicha concentracidon determinada
en i) con un nivel de referencia y iii) basandose en dicha correlacién de acuerdo con ii), diagnosticar dichas placas
ateroescleroticas.

La clasificacion y/o el diagnostico de placas ateroesclerdticas implica resolver si una placa asintomatica esta
desestabilizada o no y tiene un riesgo mayor de progresion a placa sintomatica, lo que puede dar lugar al desarrollo
de episodios isquémicos agudos. En la presente invencion se ha descubierto una correlacion entre la concentracion
de polipéptido de CD36 y la desestabilizacidon de placas asintomaticas a placas sintomaticas. Asi, un aumento de la
concentracion de polipéptido de CD36 en comparacién con un nivel de referencia es indicativo de la
desestabilizacion de placas asintomaticas que progresan a placas sintomaticas.

Dentro del alcance de la presente invencion se encuentra realizar un seguimiento de la progresion de la
desestabilizacion de placas ateroescleréticas, sean asintomaticas o sintomaticas, en un individuo. Se determina la
concentracién de polipéptido de CD36 como se describe en la etapa i) y se correlaciona con un nivel de referencia.
Se puede comparar el resultado de la correlacion con concentraciones de polipéptido de CD36 determinadas en
otros puntos temporales en dicho individuo. Realizando un seguimiento de la concentracion de polipéptido de CD36
en un individuo en diferentes puntos temporales se puede observar el progreso de desestabilizacion de las placas
ateroescleroticas. Este seguimiento de un individuo puede ser Util para determinar la pauta de tratamiento de un
individuo.

Ademas, la presente invencién se refiere a un procedimiento para diagnosticar la estenosis provocada por placas
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ateroescleroticas en un individuo, comprendiendo dicho procedimiento, en una muestra de dicho individuo, i)
determinar la concentracion de un polipéptido de CD36, ii) correlacionar dicha concentracién determinada en i) con
un nivel de referencia vy iii) basandose en dicha correlaciéon de acuerdo con ii), diagnosticar el grado de estenosis
provocado por placas ateroescleréticas en un individuo.

La presente invencion se refiere a placas ateroescleréticas en todos los tipos de arterias del organismo, por ejemplo,
carotidas, arterias coronarias, arteria renal o arterias que irrigan los brazos y las piernas. A continuacién se
enumeran algunos de los sintomas que se asocian con la ateroesclerosis y la desestabilizacion de placas
ateroescleroticas y con un aumento del riesgo de progresion a placas ateroescleréticas sintomaticas.

Una estenosis es un estrechamiento anémalo de un vaso sanguineo. Con frecuencia, las estenosis de tipo vascular
estan asociadas con un ruido (soplo) resultante del flujo turbulento por el vaso sanguineo estrechado. Este soplo se
puede hacer audible mediante un fonendoscopio. No obstante, otros procedimientos de diagndstico mas precisos
incluyen ecografia, resonancia magnética nuclear/angiorresonancia magnética, tomografia
computerizada/angiotomografia, que muestran imagenes anatémicas y/o fendémenos de flujo.

También estan dentro del alcance de la presente invencién procedimientos relativos a la determinacién, clasificacion,
diagnostico, seguimiento de cardiopatia coronaria (CPC), que también se conoce como arteriopatia coronaria (APC),
cardiopatia isquémica, cardiopatia ateroesclerética. La cardiopatia coronaria es el resultado final de la acumulacién
de placas ateromatosas dentro de las paredes de las arterias que suministran oxigeno y nutrientes al miocardio.

Tipicamente, los sintomas de cardiopatia coronaria se observan uUnicamente en el estado avanzado de la
enfermedad. La mayoria de los individuos que padecen cardiopatia coronaria no presentan pruebas de la
enfermedad durante afios e incluso décadas, mientras la enfermedad progresa hasta que se produce la primera
aparicion de sintomas, frecuentemente un ataque al corazén "repentino”. Con frecuencia, el motivo de la progresion
de esta enfermedad es la rotura de placas ateromatosas, que se pueden romper y comenzar a restringir el flujo
sanguineo al musculo cardiaco.

El infarto agudo de miocardio, que también se conoce comunmente como ataque al corazén, es también una
afeccion a la que se refiere la presente invencion. El infarto agudo de miocardio es una afeccion que conlleva la
interrupcion del riego sanguineo a parte del corazon. La interrupcion del riego sanguineo se produce frecuentemente
por la rotura de una placa ateroesclerética de la pared arterial interna. La placa ateroesclerética puede bloquear el
paso de sangre en la arteria, lo que da lugar a la isquemia o escasez de oxigeno que provoca dafios y una posible
muerte del tejido cardiaco.

Normalmente, los individuos con riesgo de tener o desarrollar un infarto agudo de miocardio se caracterizan por el
uso de factores de riesgo, tales como antecedentes de vasculopatias, por ejemplo, cardiopatia coronaria
ateroesclerdtica y/o angina de pecho, un ataque al corazén anterior o apoplejia.

La angina de pecho, provocada principalmente por la arteriopatia coronaria, es un dolor en el pecho debido a la falta
de sangre y, por tanto, de suministro de oxigeno del musculo cardiaco, que, en general, se debe a la obstruccion o el
espasmo de las arterias coronarias. Por tanto, de acuerdo con una realizacion de la invencion, los procedimientos y
kits del presente documento también se refieren a la determinacién de si un individuo presenta o no riesgo de
tener/desarrollar angina de pecho provocada por una placa ateroesclerética.

La estenosis carotidea es un estrechamiento de la luz de la arteria carétida, habitualmente provocada por la
ateroesclerosis. En el uso médico comun, el término general "estenosis carotidea" se refiere a la estenosis en la
parte proximal de la arteria carétida interna (en el bulbo carotideo), ya que este es, con mucho, el lugar mas comun
de estenosis dentro de las arterias carétidas. Se produce estenosis en otras partes de las arterias carétidas. Por
tanto, en el presente contexto, el término ‘estenosis carotidea’ cubre el estrechamiento en al menos una de las
arterias carétidas y, en particular, la parte proximal de la arteria carétida interna. La estenosis carotidea
ateroesclerotica puede ser asintomatica o puede provocar sintomas por embolia en los vasos cerebrales del cerebro
0 en las arterias retinianas. Tal como se usa en el presente documento, el término embolias se usa con su
significado convencional, a saber, el episodio en el que un émbolo (obstaculo) migra a través de la circulacién desde
una parte del organismo y provoca un bloqueo de un vaso sanguineo en otra parte del organismo. Las embolias en
las arterias cerebrales provocan accidente isquémico transitorio (AIT) o accidente cerebrovascular (ACV). Las
embolias en la retina producen amaurosis fugaz o infarto retiniano.

El diagnoéstico de estenosis carotidea se determina frecuentemente por ecografia duplex de flujo a color de las
arterias del cuello. Esta prueba tiene una sensibilidad y especificidad moderadas y proporciona muchos resultados
falsos positivos.

Los procedimientos y kits de la presente invencion también se refieren a un accidente isquémico transitorio, AlT, que
frecuentemente se denomina "mini apoplejia”. El AIT se produce por la perturbacién temporal del riego sanguineo a
una zona restringida del cerebro. La perturbacién del riego sanguineo al cerebro resulta con frecuencia en una breve
disfuncion neurolégica que suele mantenerse durante menos de 24 horas. Los sintomas asociados con el AIT varian
ampliamente en funcion de la zona del cerebro afectada por el AIT. Frecuentemente, los sintomas observados
incluyen pérdida de vision temporal (tipicamente, amaurosis fugaz); dificultad en el habla (afasia); debilidad en un
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lado del cuerpo (hemiparesia); y entumecimiento u hormigueo (parestesia), normalmente en un lado del cuerpo. La
disminucion de la consciencia es muy poco comun. Si hay sintomas neurolégicos que se mantienen durante mas de
24 horas, se clasifica como accidente cerebrovascular o apoplejia.

La caracteristica clinica de la apoplejia o el accidente cerebrovascular (ACV) es una pérdida de funcion cerebral de
evolucion rapida debida a la perturbacion del riego sanguineo al cerebro. Esta perturbacion se puede deber a la falta
de riego sanguineo (isquemia) provocada por una trombosis o una embolia, o debida a una hemorragia. La definicién
tradicional de apoplejia es la de "un déficit neuroldgico de origen cerebrovascular que se mantiene mas de 24 horas
0 se interrumpe por la muerte en un plazo de 24 horas". En la presente invencion, los procedimientos y kits se
refieren a la apoplejia provocada por placas ateroescleréticas que provocan perturbaciones en el riego sanguineo al
cerebro. Las apopolejias o accidentes isquémicos transitorios anteriores son factores de riesgo tipicos para la
apoplejia.

CD36

Para los propositos de la presente invencion, el término "CD36" usado en expresiones tales como "CD36 circulante”
o "CD36 que no esta unida a células" y en las reivindicaciones, incluye la proteina CD36, o un fragmento de la
misma, que es reconocido por un anticuerpo especifico frente a CD36, tal como sc5522, sc9154 y sc7309. Esto
incluye la proteina CD36 de longitud completa, un fragmento polipeptidico o peptidico de la misma, asi como dicha
proteina o fragmento(s) de la misma presentes en un complejo de fraccion plasmatica de alto peso molecular que
comprende lipoproteinas de los mismos, todas las cuales son, preferentemente, solubles (sCD36). Los términos
CD36 circulante y CD36 soluble (sCD36) se pueden usar como sinénimos en el presente documento. La CD36
circulante se puede secretar desde las caveolas o formar parte de una microparticula que comprende porciones de
membrana derivadas de una membrana de caveola que se ha liberado de una membrana celular y esta presente en
la circulacion sanguinea. Las caveolas de interés a este respecto pueden estar presentes en la membrana celular de
células tales como adipocitos, macréfagos, monocitos y trombocitos.

La CD36 es una proteina transmembranaria de 471 aminoacidos (que tiene 1 o 2 dominios que atraviesan la
membrana en las posiciones de los residuos de aminoacido 439-460 y quizas 7-28). La CD36 es una glucoproteina
de 88 kDa altamente glucosilada con sitios de unién a palmitoilo. La CD36 esta presente en caveolas donde puede
desempefiar un papel en la mediacion del movimiento del colesterol celular hacia dentro y fuera de las células.

Familias moleculares de las que CD36 es miembro:

CD36—>clase SR-B->receptores secuestrantes de defensa del hospedador=>superfamilia de receptores
secuestrantes

Estructura molecular de CD36:
471 residuos de aminoacido;
region transmembranaria (residuos 439-465) y

la region aminoterminal de 438 aminoacidos puede ser totalmente extracelular o puede tener una segunda region
transmembranaria potencialmente transmembranaria cerca del extremo aminoterminal;

cola citoplasmica de aa corta (residuos 466-471);

dentro de la regién extracelular se encuentra una regién hidréfoba que probablemente se asocia con la membrana
celular externa (residuos 184-204).

Se ha informado de que la masa molecular de CD36 depende del tipo celular como se muestra a continuacion:
Plaquetas 88 kDa /113 kDa

Eritrocitos fetales 78 kDa

Células epiteliales mamarias 85 kDa

Eritroleucémicas 88 kDa, 85 kDa, 57 kDa8

Hela 85 (160) kDa 85 kDa

Células endoteliales microvasculares dérmicas 80-90 kDa

En la modificacién postranscripcional de CD36 se han identificado dos formas alternativas de ARNm de CD36. El
primer tipo de ARNm se expresa en células HEL y omite los residuos de aminoacido 41-143. El segundo tipo de
ARNm todavia no se ha traducido pero en él se han omitido los ultimos 89 residuos. Por tanto, CD36 también se
encuentra en formas en la que el marco de lectura abierto es 90-1708 y 357-1775, respectivamente.
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Modificacién postraduccional de CD36:

Se cree que CD36 esta altamente glucosilada, con 10 sitios de glucosilacion enlazados en N en la porcidn
extracelular. Se ha sugerido que la glucosilacion confiere su resistencia a la escision proteolitica;

se ha mostrado que la treonina 92 esta fosforilada;
la CD36 también esta palmitoilada en ambas colas citoplasmicas, N- y C-terminales.
Proteinas y elementos de ADN que regulan la transcripciéon de la molécula de CD36:

Oct-2: El primer gen que se demostré que estaba regulado por el factor de transcripcion Oct-2 durante la
diferenciacion de linfocitos B;

PEBP2: Los factores de transcripcion PEBP2/CBF pueden ser importantes para la expresion constitutiva de CD36 en
monocitos;

CBF: Los factores de transcripcion PEBP2/CBF pueden ser importantes para la expresion constitutiva de CD36 en
monocitos.

Se desconocen los sustratos para CD36. Es posible que CD36 regule la autofosforilacion del residuo Thr92. Se
desconocen las enzimas que modifican la CD36. Es posible que Thr92 se fosforile por treonina cinasa(s)
extracelular(es). Probablemente, la sefializacion intracelular estd asociada con la fosforilacion de Fyn, Lyn y Yes,
pero se desconoce la manera en que la cola citoplasmica interacciona con estas PTK.

Expresion celular principal de CD36:

CD36 se expresa en plaquetas, monocitos maduros y macrofagos, células endoteliales microvasculares, células
endoteliales mamarias, durante fases del desarrollo de células eritroides y en algunas células dendriticas derivadas
de macrofagos, miocitos, hepatocitos y adipocitos.

Los acontecimientos fisiolégicos regulados por la unién de CD36 son todavia muy desconocidos. Hasta el 50 % de
las LDL oxidadas se ingieren a través de CD36, por lo que parece que CD36 es un receptor secuestrante importante.
No obstante, dada la aparente ausencia de estados de enfermedad en sujetos con deficiencia en CD36, parece que
otros mecanismos pueden compensar su ausencia.

Secuencias de CD36

Preferentemente, el polipéptido de CD36 y/o la molécula de acido nucleico de CD36 evaluados por el procedimiento
acorde tienen una de las secuencias mostradas a continuacion. Ademas, una molécula de acido nucleico puede ser
una molécula de ARN que es complementaria a una o mas de las secuencias mostradas a continuacion.

Simbolo del gen CD36 HGNC

Localizaciéon cromosémica 7q11.2

ID de UniGene

Construccién 191 (07 de mayo de 2006)

Hs. 120949 NCBI (LONGITUD COMPLETA)
Hs. 248425

Hs.75613

Hs. 325823

Entrez Gene 948 Entrez gene
HGNC: 1663
HPRD: 01430

SwissProt
P16671 EMBL-EBI

OMIM

173510 NCBI
248310 NCBI
608404 NCBI

Secuencias de referencia

ID de la proteina
NP_000063.2 NCBI
NP_001001547.1 NCBI
NP_001001548.1 NCBI
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ID del transcrito
NM 000072 NCBI
NM 001001547 NCBI
NM 001001548 NCBI

Secuencia de nucleétidos:

(SEQ ID NO.:1)

NM_001001548 2338 pp  ARNm lineal PRI20-ENE-2008

Molécula de CD36 (receptor de trombospondina) de Homo sapiens (CD36), variante de transcrito
1, ARNm.

ACCESO NM_001001548 (VERSION NM_001001548.1)

ORIGEN
1 gaggactgea gtglaggact ftectgoaga ataccatilg atcctattaa gaattgteca
61 aatgtipgag cattigattg aaasatcctt citagocalt aasgatag cittccaatg
121 attagacgaa ttgattcttt cigtgactea tcaghicatt toctgtaaaa ttcatgtett

181 geigtigatt tgtgaataag aaccagagcl tgtagaaace acttiaatca tatccaggag
241 tgcaagaa acaggigelt aacactaatt cacctectga acaagaaaaa t1ggqctgtga
301 ceggaactgt gggelcatog ctggggcigl cattggiget gtoatggctg tgtitggagy
361 tattctaaig ccagtiggag accigettat ccagaagaca attaaaaage aagtigtect
421 cgaagaagg! acaatigett Haaaaatlg ggttaasaca ggcacagaag iacagaca
481 giitiggatc thgatgigc aaaatccaca ggaagtgatg atgaacagca geaacatica
541 agttaagcaa agaggtcctt atacgtacag agitcgitit ctagecaagg aaaatgtaac
6801 ccaggacgct gaggacaaca cagtctcitt coigcagecs aatggtgeca tottegaace
661 Hecactaica gtiggaacag aggcetgacaa cltcacagtt ctcaatctgg clgtggcage
721 tgcateccat atctatcaaa atcaattigt icaaatgatc cicaaticac ttattaacaa

781 gtcaaaatct ictatgitce aagicagaac titgagagaa cigitatggg gclataggga
841 tecatitttg agitigotte cgtacectgt tactaccaca gtiggictgl tttatectta

901 caacaatact gcagaiggag titataaagt titcaatgga aaagataaca taagtaaagt
9681 tgccataatc gacacatata aaggtaaaag gaatcigics tattgggaaa gicactgega
1021 calgattaat ggtacagatg cagccticatt tecaccittt gtigagaaaa gocaggtatt
1081 gcagtictit tottetgata titgeagatc aatctatget gtattigaat cocgacgttaa

1141 tctgaaagga atcccigigl atagattigt toticcatee aaggecttig cotetccagt
1201 1gaasaccca gacaactatt gittcigcac agaaaaaatt atctcaaaaa atigtacatc
1261 atatggigtg ctagacatca gcaaatgeas agaagggaga coigtgtaca titeacitee
1321 1caittictg tatgcaagtc clgatgittc agaacctatt gatggattaa acccaaatga
1381 agaagaacat aggacatact iggatattga acctataact ggaticactt tacaatitge
1441 aaaacggelg caggtcaace tattggtcaa gocalcagaa aaaaticaaq tattaaagaa
1501 {ctgaagagg aactatattg tgectatict iggotiaat gagaciggga coatiggtega
15681 tgagaaggca aacatgtica gaagtcaagt aactggaaaa ataaacctce tiggectgat
1621 agaaatgatc ttactcagtg tggtgtggt gatgtttgit getittatga titcatattg

1681 lgcatgcaga tcgaaaacaa taaaataaac ciggcicaag cacaaaccaa titgtgtiot
1741 tctgaitcaa taatiggitt cigggiggece aattcagasg aagagtgtac atgctcaaca
1801 aaicctaggce ceigeattee tgtcatectc atccggpgga aacaccatcea teecagtage
1861 tgcociatic aactgcaaca glelocagga ccatcagtat actgcatttc atgtgcacca
1921 aatatittga aagacattta taaataattg gctiatgact catatiictc tatgaatacc
1981 ticatacagc aggtataact ctittctita tgggetiaaa tatitigtea ctgateage

2041 aaaiggacat cattttagca cactageggt ftatatiita aggaccttca ttetcigic
2101 tgcaccictt ciggaaattg agtaaatitt gettitit tittactcag ttgeaactta

2161 cgcettggceat citcagaatg citttctage attaagagat gtaaatgata aaggaatiat
2221 tgtaigaaat attacaaage gtagactaty catigtiatt cattataata ittittgclg

2281 tcataatege clcataaaga caggittcaa ccattaaaat atgttcticc Haaaaaa

/)

ACCESO NM 000072 (VERSION NM 000072.2)

(SEQID NO.: 2)

NMJD00072 1983 pb ARNmM lineal PRI20-ENE-2008
DEFINICION molécula CD36 (receptor de trombospondina) de Homo sapiens (CD36),
variante de transcrito 3, ARNm.
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ORIGEN
1 gaggacigca gtgtaggact tectgcaga ataccatily atcctattaa gaatigtcca

61 aatgitggag catitgatiq aaaaatcett cttagecatt tiaaagatag ctttccaatg
121 attagacgaa ttgatictit ctotgacica tcagticatt tccigltaaaa ticatgtott
181 gcigtigatt Igtgaataag aaccagagct igtagaaacc acittaaica tatccaggag
241 ttigcaapaa acaggigett aacactaatt cacclectga acaapaaaaa tgggeigiga
301 ccggaacigl gggetcateg ctggggaigt cattggiget gicctogelg tatiggagy
361 tatictastg ccagitggag acetgettat ccagaagaca attaaaaage aagtigicet
421 cgaagaaggt acaaltgctt ttaaaaattg ggtiasaaca ggcacagaag titacagaca
481 gittiggatc ittgatgige aaaatccaca ggaagtgatg algaacagcea geaacattca
5§41 agttaagcaa agaggtectt alacgtacag agttegtitt clagecaagg aaaalgtaac
601 ccaggaoget gaggacaaca cagtcteitt cctgeageec aatggtgeca tettegaace
661 {tcactalca gtiggaacag agacigacaa citcacagit cteaaletgg cigtggeage
721 tgcateceat alclatcaaa atcaatitgt tcaaatgate ctecaattcac tattaacaa

781 gtcaaaatc! totatgitce aagtcagaac ttigagagaa cigttatggg gctataggga
841 tccattittg agtttggite cgtacectgt tactaccaca gtiggteigt itlatectta

901 caacaatact gcagatggag titataaagt titcaatgga aaagataaca taagtaaagt
961 tgccataatc gacacatata aaggtaaaag gaatctgtes 1atigggaaa gicactgega
1021 catgattaat ggtacagatg cagecicatt tccacetttt gttgagaaaa gecaggtatt
1081 gcagttcitt tctictgata tgcaggte aalctatget glattigaat ccgacgttaa

1141 tcigaaagga atccctgtgt atagattigt teftccatee aaggectttg cetctecagt
1201 tgaaaaccca gacaactatt gttictgecac agaaaaaatt atctcaaaaa atigtacate
1261 atatggiglg ctagacaica gcaaatgcaa agaagggaga ccigigtaca tticacttec
1321 tcattticig taigcaagtc ctgatgtitc agaacctatt gatggattaa acccaaatga
1381 agaagaacat sggacatact tggatattga acctataact ggattcactt tacaatitge
1441 agaacggcly caggtcaace tattggtcaa gecatcagas aaaaticaag iattaaagaa
1501 teigaagagg aactatatig tgcctatict itggcttaal gagaciggga ceattggtga
1561 tgagaaggca aacatgtica gaaglcaagt aactggaaaa ataaaccice ttggectpat
1621 agaaatgatc Ractcaglg tiggigiggt gatgttigtt getitiatga ittcatatig

1681 tgcatgcaga tcgasaacaa laaaataagl aaglatgtac caaaaaatat tgcttcaata
1741 atattagcett atatattact igttitcact ttalcaaaga gaagitacat attaggceat

1801 atatatttct agacatgict agccactgat catititaaa tataggtaaa taaacetata
1861 aatattatca cgcagatcac tazaglatat cittaattct gggagaaatg agataaaaga
1921 tgtactigig accattgtaa caatagcaca aataaagcac tigigccaaa gitgtccaaa
1981 aaa

ACCESO NM 001001547 (VERSION NM_001001547.1) (SEQ ID NO.: 3)
NM_001001547 2050 pb ARNmM lineal PRI20-ENE-2008
Molécula de CD36 (receptor de trombospondina) de Homo sapiens (CD36), variante de transcrito 2, ARNm.

ORIGEN

1 agatgicagg ataaccttaa ggaiagatlga agggitgaga gectatgect catttdgag
81 tictcagetg ctalgoeglg gaaalcctgt ttactttclg catetgeter tgeaagacte
121 tggagccagt cttgaggtec tacatctecg 2aageaaget cticlagaag tgatagett
181 tccaatgatt agacgaatty attctticty igacicatca gticattice tgtaaaatic
241 atgicttget gigattigt gaataagaac cagagcetiot agaaaccact ttaatcatat
301 ccaggagiit gcaagaaaca ggtgcttaac actaattcac cicctgaaca agaaaaatgg
361 gtgigacey gaacigiggg cteategelg gggeigicat iggtgctgtc cggetgigt
421 tiggaggtat tctaatgeca gtiggagace tgctiatcea gaagacaatt aaaaageaag
481 tigtccicga agaaggtaca atigctitta aaaaitgogt taaaacagge acagaagttt
541 acagacagtt ttggatctit gatgigcaaa atccacagga agigatgatg aacageages
601 acattcaagt taagcaaaga ggtecttata cgtacagagt tegtittcta gecaaggaaa
681 atgtaaccca ggacgetgag gacaacacag tetetticet geageceaat ggigecatet
721 tcgaaccitc actatcagtt ggaacagagg cigacaacit cacagticic aatciggelg
781 tggcagetge atcccataic tatcaaaate aatitgtica aatgatceic aattcactta
841 tlaacaagtc aaaatctict atgitccaag tcagaactit gagagaactg ttatggggcet
901 atagggatce atttttgagt tggticoat acectgitac taccacagtt ggteigtttt
861 alccttacaa caatacigea gatggagtit ataaagtiit caalggaaaa gataacataa
1021 gtaaagttgc cataalcgac acatataaag gtaaaaggaa tcigtectat tgggaaagic
1081 actgcgacat gattaaiggt acagaigcag cctcatitce acclttigtt gagaaaagee
1141 aggtattgca gitcttitct totgatattt gcaggtcaat ctatgetgta tttgaatceg
1201 acgttaatct gaaaggaalc cctgigtata gattigttct iccatccaag gecttigeet
1261 ctccagitga aaacccagac aactatigh tetgeacaga aaaaatiatc tcaaaaaatt
1321 gtacaicala tggtglgcla gacetcagea aatgcaaaga agggagacct gigtacattt
1381 cacticcica tittcigtat gcaagtecty atgtttcaga acctattgat ggattaaacc
1441 caaatgaaga agaacatagq acatactigg atattgaacc tataacigga ttcacttlac
1501 aatttgcaaa acggageag gtecaacctat tggicaagcec atcagaaaaa attcaagtat
1561 tagagaatct gaagaggaac tatattgtge ctaticittg gettaatgag actgggacca
1621 tggtgatga gaaggcaaac aigitcagaa gteaagtaac tggaaaaata aacctectg
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1681 geetgataga aatgatctta ctcagigiio gigiggiget giitgttget titatgattt

1741 cataftgtgc atgcagatcg aaaacaataa aataagtaag tatgtaccaa aaaatatige
1801 ticaataata Hagctiata tattacitgt titcactita tcasagagaa gttacatatt

1861 aggccatata tattictaga catgtctage cactgatcat tittaaatat aggtaaataa
1921 acctataaat attatcacgc agatcactaa agtataicit taatictggg agaaatgaga
1981 taaaagatgt actigtgace atigtaacaa lagcacaaat aaageactig tgecaaagtt

2041 gtccaaaaaa

/)

Secuencia proteica:
(SEQ ID NO.: 4)

ACCESO NP_001001548( VERSION NP_001001548.1)

ORIGEN

1 mgedmegli agavigavia viggilmpyy dlligktikk qvvieegtia fknwvkigte
81 wwrqfwifdv qnpqevmmns sniqvkqgp vtyevrflak enviqdaedn tvsfigpnga
121 ifepsisvgt eadnftvinl avaaashiyq nqfvgmiins linkskssmif qrtirelivw
181 gyrdpfisiv pypvittvgl fypynntadg vykvingkdn iskvaiidly kgkmlsywe
241 shedmingtd aasfppfvek sqvigifssd icrsiyavie sdvnlkgipv yrivipskaf
301 aspvenpdny cfctekiisk ncisygvidi skckegrpvy isiphflyas pdvsepidgl
381 npneeehrty diepiigh lgfakrigun Ivkpsekig viknlkmyi vpilwinetg
421 tigdekanmf rsqvigkin! igiternills vgvwmivafm isycacrskt ik

(SEQ ID NO.: 5)

MGCDRNCGLI
VYRQEWIFDV
IFEPSLSVGT
GYRDPFLSLVY
SHCDMINGTD
ASPVENPDNY
NEPNEEEHRTY
TIGDEKANME

AGAVIGAVLA
ONPQEVMMNS
EADNFTVLNL
PYPVTTTVGL
AMASFPPFVEK
CFCTEKIISK
LDIEPITGEFT
RSQVTGKINL

VFGGILMPVG
SNIQVKQRGE
AVAAASHIYOQ
FYPYNNTADG
SQVLQFFSSD
NCTSYGVLDPI
LOFAKRLQVN
LGLIEMILLS

DLLIQKTIKK QVVLEEGTIA
YTYRVRELAK ENVTQDAEDN
NQFVOMILNS LINKSKSSMF
VYKVFNGKDN ISKVAIIDTY
ICRSIYAVFE SDVNLKGIFV
SKCKEGRPVY ISLPHFLYAS
LLVKPSEKRIQ VLENLKRNYI
VGVUMFVAFM ISYCACRSKT

ACCESO NP 000063 (VERSION NP 000063.2)
(SEQID NO.: 6)

ORIGEN

1 mgedmeqgli agavigavia viggilmpwvg dlliqktikk qwieegtia fknwvkigte
61 vwrgfwifdv gnpgevmmns sniqvkqgp ytyrwiflak envigdaedn tvsfigpnga
121 ifepsisvgt eadnfivinl avaaashiyq ngfvqmiins linkskssmf qvrtireliw
181 gyrdpfisiv pypvittvg) fypynntadg vykvingkdo iskvaiidly kgkmisywe
241 shedmingtd aasfppfvek sqvigffssd icrsiyavie sdvnlkgipv yrivipskaf
301 aspvenpdny cfctekiisk nctsygvidi skckegrpvy isiphftyas pdvsepidgl
361 npneeehity idiepitgft Igfakrigvn livkpsekiq viknlkmyi vpilwinetg
421 tigdekanmi rsqvigkinl igliermills vgwwnivaim isycacrski ik

(SEQID NO.: 7)

MGCDRNCGLI
VYRQFWIFDV
IFEPSLSVGT
GYRDPFLSLV
SHCDMINGTD
ASPVENPDNY

NPNEEEHRTY
TIGDEKANME

AGAVIGAVLA VFGGILMPVG DLLIQKTIKK QVVLEEGTIA
SNIQVKQRGP YTYRVRFLAK ENVTQDAEDN
AVARASHIYQ NQFVQMILNS LINKSKSSMFE
FYPYNNTADG VYKVFNGKDN ISKVAIIDTY
SQVLQFFSSD ICRSIYAVFE SDVNLKGIPV
NCTSYGVLDI SKCHKEGRPVY ISLPHFLYAS

LOQFAKRLOVN LLVKPSEKIQ VLKNLKRNYI VPILWLNETG
RSOVTGKINL LGLIEMILLS VGVVMEVAFM ISYCACRSKT IK

ONPQEVMMNS
EADNEFTVLNL
BYPVITTVCL
AASFEPFVEK
CFCTEKIISK

LDIEPITGET

ACCESO NP 001001547 (VERSION NP_001001547.1)
(SEQID NO.: 8)

1"

FKNWVKTGTE
TVSFLQFPNGA
QVRTLRELLW
KGKRNLSYWE
YREFVLPSKAF
PDVSEPIDGL
VPILWLNETG
IK

FENWVKTGTE
TVSEFLQENGA
QVRTLRELLW
KGKRNLSYWE
YRFVLPSKAF
PDVSEPIDGL
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ORIGEN

1 mgedregli agavigavia viggilmpvg diligktikk gwieegtia fknwvkigte

61 wyrgfwifdv qnpgevmmns sniqvkqrgp ytyrvrflak enviqdaedn tvsfigpnga
121 ifepsisvgt eadnfivinl avaaashiyg nghwgmiins linkskssmf qurtireiiw
181 gyrdpfisiv pypvittvgl fypynntadg vykvingkdn iskvaiidty kgkmisywe
241 shcdmingtd aasfppfvek sqvigifssd icrsiyavfe sdwnlkgipv yrivipskaf
301 aspvenpdny cictekiisk nctsygvidi skckegrpvy isiphfiyas pdvsepidgl
351 npneeehrty idiepitgft Iqfakrqvn livkpsekiq viknikmyi vpilwinetg
421 tigdekanmf rsqvigkinl igliemills vgwwmivafm isycacrskt ik

(SEQID NO.: 9)

Identidad de secuencia

En el presente documento se usan de forma intercambiable equivalentes funcionales y variantes. En una realizacion
preferente de la invencidon también se proporcionan variantes de CD36 y variantes de fragmentos de la misma.
Cuando son polipéptidos, las variantes se determinan basandose en su grado de identidad o su homologia con una
secuencia de aminoacidos predeterminada, siendo dicha secuencia de aminoacidos predeterminada una de SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 cuando la variante es un
fragmento, un fragmento de cualquiera de las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente,
respectivamente.

En consecuencia, las variantes tienen, preferentemente, al menos el 91 % de identidad de secuencia, por ejemplo, al
menos el 91 % de identidad de secuencia, tal como al menos el 92 % de identidad de secuencia, por ejemplo, al
menos el 93 % de identidad de secuencia, tal como al menos el 94 % de identidad de secuencia, por ejemplo, al
menos el 95 % de identidad de secuencia, tal como al menos el 96 % de identidad de secuencia, por ejemplo, al
menos el 97 % de identidad de secuencia, tal como al menos el 98 % de identidad de secuencia, por ejemplo, el
99 % de identidad de secuencia, con la secuencia predeterminada.

Se usan los términos siguientes para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucledtidos:
"secuencia predeterminada"”, "ventana de comparacion”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de
secuencia" e "identidad sustancial".

Una "secuencia predeterminada” es una secuencia definida usada como base para una comparacion de secuencias;
una secuencia predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, como un segmento
de un ADN de longitud completa, un producto transcripcional del mismo, una secuencia génica dada en un listado de
secuencias, tal como una secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 o puede
comprender una secuencia de ADN o génica completa. En general, una secuencia predeterminada tiene al menos
20 nucledtidos de longitud, frecuentemente al menos 25 nucledtidos de longitud y a menudo al menos 50 nucleétidos
de longitud.

Dado que dos secuencias polinucleotidicas pueden (1) comprender cada una una secuencia (es decir, una porcion
de la secuencia polinucleotidica completa) que es similar entre los dos polinucleétidos y (2) pueden comprender
ademas una secuencia que es divergente entre los dos polinucleétidos, las comparaciones de secuencias entre dos
(o mas) polinucledtidos se realizan tipicamente comparando secuencias de los dos polinucleétidos a lo largo de una
"ventana de comparacion” para identificar y comparar regiones locales con similitud de secuencia. Tal como se usa
en el presente documento, una "ventana de comparacion" se refiere a un segmento conceptual de al menos 20
posiciones de nucledtido contiguas en el que se puede comparar una secuencia polinucleotidica con una secuencia
predeterminada de al menos 20 nucledtidos contiguos y en el que la porcidon de la secuencia polinucleotidica de la
ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) del 20 por ciento o menos en
comparacién con la secuencia predeterminada (que no comprende adiciones o deleciones) para la alineacion éptima
de las dos secuencias.

La alineacion optima de secuencias para alinear una ventana de comparacion se puede llevar a cabo por el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, por el algoritmo de alineacion de
homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, por el procedimiento de busqueda de similitud de
Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444, por aplicacion asistida por ordenador de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA del paquete informatico de Wisconsin Genetics, version 7.0, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o por inspeccion, y se selecciona el mejor porcentaje de
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alineacion (es decir, el que da lugar al mayor porcentaje de homologia en la ventana de comparacién) generado por
los diversos procedimientos.

El término "identidad de secuencia" significa que dos secuencias polinucleotidicas son idénticas (es decir, en una
base de nucledtido a nucledtido) en la ventana de comparacion. El término "porcentaje de identidad de secuencia”
se calcula comparando dos secuencias alineadas de forma éptima en la ventana de comparacion, determinando el
numero de posiciones en las que se presenta la misma base de acido nucleico (p. €j., A, T, C, G, U o |) en ambas
secuencias para proporcionar el numero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones
coincidentes entre el nimero total de posiciones de la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la ventana) y
multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de secuencia. Tal como se usa en el
presente documento, el término "identidad sustancial" designa una caracteristica de una secuencia polinucleotidica,
en la que el polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos el 85 por ciento de identidad de secuencia,
preferentemente al menos del 90 al 95 por ciento de identidad de secuencia, mas preferentemente al menos el 99
por ciento de identidad de secuencia, en comparacién con una secuencia predeterminada en una ventana de
comparacién de al menos 20 posiciones de nucleétido, frecuentemente en una ventana de al menos 25-50
nucledtidos, en la que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia predeterminada
con la secuencia polinucleotidica que puede incluir deleciones o adiciones que suponen un 20 por ciento o0 menos de
la secuencia predeterminada en la ventana de comparacién. La secuencia predeterminada puede ser un
subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, como un segmento de la secuencia polinucleotidica de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO: 3 de longitud completa ilustrada en el presente documento.

El término "productos transcripcionales o traduccionales" significa en el presente documento productos de
transcripcion génica, tales como un transcrito de ARN, por ejemplo un transcrito de ARN no ayustado, un transcrito
de ARNm vy los productos de ayuste de dicho transcrito de ARNm, y productos de traduccién génica, tales como
polipéptido(s) traducido(s) a partir de cualquiera de los transcritos de ARNm del gen y diversos productos de
procesamiento postraduccional de dichos polipéptidos, tales como los productos de procesamiento postraduccional
proteolitico del/de los polipéptido(s) o productos de diversas modificaciones postraduccionales de dicho(s)
polipéptido(s). Tal como se usa en el presente documento, el término "producto transcripcional del gen" se refiere a
una molécula de pre-ARN mensajero, pre-ARNm, que contiene la misma informacidén de secuencia (aunque los
nucleostidos de U reemplazan a los nucleétidos de T) que el gen, o una molécula de ARN mensajero maduro, ARNm,
que se produjo debido al ayuste del pre-ARNm, y es el molde para la traducciéon de informacion genética el gen a
una proteina. Tal como se usa en el presente documento, el término "producto traduccional del gen" se refiere a una
proteina, que esté codificada por el gen CD36.

Tal como se usa en el presente documento, el término "producto transcripcional del gen" se refiere a un transcrito
que esta codificado por el gen que codifica CD36 (SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3). El experto en la
técnica apreciara que se conocen varias isoformas de CD36. Las isoformas son versiones de una proteina con
algunas pequefias diferencias, normalmente una variante de ayuste o el producto de alguna modificacion
postraduccional. La presente invencion se refiere a cualquier isoforma de CD36. No se pretende que los ejemplos
dados en el presente documento sean limitantes del alcance de la presente invencion.

Por tanto, la presente divulgacion se refiere a procedimientos para clasificar, diagnosticar y/o realizar un seguimiento
de las placas ateroesclerdticas en un individuo, por ejemplo, determinando la concentracién de la menos un
transcrito de CD36 correspondiente al producto transcripcional de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO: 3, o
parte del mismo.

En particular, la divulgacion se refiere a procedimientos que implican las etapas de determinar la concentracion de
una molécula de acido nucleico que codifica CD36, estando los productos transcripcionales del gen que codifica
CD36 en

(i) una secuencia de acido nucleico identificada en la invencion como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO:
3 o fragmentos de la misma,

(if) una secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 90 % de identidad con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2
y/o SEQ ID NO: 3 o fragmentos de la misma,

(iii) una secuencia de acido nucleico complementaria a cualquiera de las secuencias de (i) o (ii).

La invencién también se refiere a procedimientos que implican la etapa de determinar la concentraciéon de un
polipéptido de CD36 o parte del mismo en

(i) proteinas variantes correspondientes a la proteina identificada como SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 o variantes o fragmentos de la misma,

(i) secuencias polipeptidicas que tienen al menos el 90 % de identidad con las proteinas variantes, o fragmentos de
las mismas, de (i).

Por tanto, es una realizacion de la divulgacion el uso de las proteinas variantes identificadas anteriormente con el
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proposito de

i) clasificar placas ateroescleréticas en un individuo

ii) diagnosticar placas ateroescleréticas en un individuo

iii) realizar un seguimiento de placas ateroescleréticas en un individuo

iv) diagnosticar a un individuo con riesgo de tener y/o desarrollar placas ateroescleréticas sintomaticas
v) diagnosticar la carga de placas ateroescleréticas en un individuo

vi) diagnosticar estenosis provocada por placas ateroescleréticas en un individuo y/o

vii) determinar la pauta de tratamiento de un individuo.

En una realizacion, se determina la identidad de secuencia utilizando fragmentos de péptidos de CD36 que
comprenden al menos 25 aminoacidos contiguos y que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos el
80 %, tal como el 85 %, por ejemplo el 90 %, tal como el 95 %, por ejemplo el 99 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 80 SEQ ID NO: 9, en la
que se determina el porcentaje de identidad con el algoritmo GAP, BESTFIT o FASTA del paquete informatico de
Wisconsin Genetics, versién 7.0, usando pesos de hueco por defecto.

Sustituciones de aminoacidos conservadoras:

Las sustituciones dentro de los grupos de aminoacidos, mostradas a continuacion, se consideran sustituciones de
aminoacidos conservadoras. Las sustituciones entre los diferentes grupos de aminoacidos se consideran
sustituciones de aminoacidos no conservadoras.

P, A, G, S, T (neutros, débilmente hidréfobos)
Q, N, E, D, B, Z (hidrdfilos, amina acida)

H, K, R (hidrdfilos, basicos)

F, Y, W (hidréfobos, aromaticos)

L, I, V, M (hidréfobos)

C (formador de entrecruzamiento)
Individuos

La presente invencion se refiere a individuos, por ejemplo, mamiferos y en particular seres humanos de cualquier
sexo o edad. Los individuos son asintomaticos en cuanto a las enfermedades provocadas por la ateroesclerosis
como se describe en el presente documento. Por tanto, el individuo de la presente invencidén puede no haber
padecido nunca ninguna enfermedad relacionada con la ateroesclerosis. Sin embargo, también esta dentro del
alcance de la presente invencion que el individuo de la presente invencion puede haber padecido anteriormente
enfermedades relacionadas con la ateroesclerosis pero que son asintomaticas en el momento de llevar a cabo los
procedimientos de la presente invencion.

Muestra

La muestra de acuerdo con la divulgacion puede ser una muestra de fluido corporal, en particular una muestra de
suero o plasma sin células. La ausencia de células del plasma se puede comprobar al microscopio después de
centrifugar la muestra de sangre. La centrifugacion hace que las células sanguineas se separen del plasma. La
centrifugacion de una muestra de sangre en el intervalo de 2.500 a 3.000 G dara lugar a un plasma sin células. En
una realizacion la muestra es una muestra de sangre venosa periférica. Una realizacion preferente es una muestra
sin células, preferentemente una muestra de plasma sin células.

Pueden ser preparaciones de plasma adecuadas el plasma de sangre estabilizada con heparina o la sangre
estabilizada con citrato o estabilizada con EDTA.

Las muestras pueden ser recién preparadas o congeladas. Por ejemplo, se congelan las muestras a -80 °C y se
descongelan una sola vez antes de determinar la concentracion de CD36 y/o acido nucleico que codifica CD36.

Procedimientos inmunolégicos
En el contexto de la presente invencion, se entiende que "procedimientos inmunoldgicos" significa procedimientos

analiticos basados en la inmunoquimica, en particular en una reaccién antigeno-anticuerpo. Los ejemplos de
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procedimientos inmunolégicos incluyen inmunoensayos tales cono radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayo
enzimatico (EIA, combinado con técnica en fase sélida: ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas)) o
también ensayos de inmunofluorescencia. El inmunoensayo se lleva a cabo exponiendo la muestra que se va a
estudiar a un anticuerpo que se une a CD36 y detectando y cuantificando la cantidad de CD36 unida a este
anticuerpo. En estos ensayos, la deteccién y cuantificacion se llevan a cabo directa o indirectamente de una manera
conocida. Asi, la deteccién y cuantificacion de los complejos antigeno-anticuerpo se hacen posibles por el uso de
marcas adecuadas que puede llevar el anticuerpo dirigido contra CD36 y/o un anticuerpo secundario dirigido contra
el anticuerpo primario. En funcién del tipo de inmunoensayo mencionado anteriormente, las marcas son, por
ejemplo, marcas radioactivas, una marca quimioluminiscente, tintes fluorescentes o también enzimas, tales como
fosfatasa o peroxidasa, que se pueden detectar y cuantificar con ayuda de un sustrato adecuado.

En una realizacion de la invencion, se lleva a cabo el procedimiento inmunolégico con la ayuda de una fase sélida
adecuada. Las fases solidas adecuadas que pueden mencionarse incluyen las placas de microvaloracion
comerciales habituales fabricadas de poliestireno o membranas (por ejemplo, fabricadas de poli(difluoruro de
vinilideno), PVDF) que se usan habitualmente para la técnica de ELISA.

Para llevar a cabo un procedimiento de acuerdo con la invencién, se aplica una muestra adecuada, tal como una
muestra liquida de un paciente, a la fase sélida. Preferentemente, la muestra es una muestra de plasma en la que la
CD36 o la fraccidon de la misma esta presente en una forma no unida o esta presente en una forma que podria estar
unida a su ligando LDL. La suposicion del presente documento de que sCD36 esta presente en un complejo con una
fraccion de alto peso molecular en el plasma implica que es preferente congelar y descongelar las muestras que se
van a probar, de forma que, probablemente, dicho complejo de alto peso molecular (complejo lipido-proteina) se
degrade.

En un aspecto la invencién se refiere a un procedimiento, en el que se determina la concentracién de polipéptido de
CD36 i) proporcionando una muestra que se va a estudiar, ii) proporcionando un anticuerpo anti-CD36, iii)
exponiendo la muestra al anticuerpo anti-CD36, iv) opcionalmente, exponiendo dicho complejo CD36-anticuerpo a al
menos otro anticuerpo dirigido contra dicho complejo CD36-anticuerpo y v) detectando y cuantificando la cantidad de
dicho anticuerpo.

En un aspecto mas especifico de la invencion se proporciona un procedimiento para determinar la CD36 humana en
una muestra de plasma por inmunoensayo enzimatico ELISA en fase sdlida, que comprende las etapas de

(i) proporcionar una muestra de plasma que se va a estudiar,

(i) proporcionar un anticuerpo anti-CD36 como se define en el presente documento,
(iii) exponer la muestra que se va a estudiar a una fase sélida y al anticuerpo y

(iv) detectar y cuantificar la cantidad del anticuerpo que se une a CD36; y

en un aspecto mas preferente de la invencion se proporciona un procedimiento para determinar la CD36 humana en
una muestra de plasma por inmunoensayo enzimatico ELISA en fase sdlida, que comprende las etapas de

(i) proporcionar una muestra de plasma que se va a estudiar,

(ii) proporcionar un anticuerpo anti-CD36,

(iii) exponer la muestra que se va a estudiar al anticuerpo anti-CD36 unido a una fase sdlida,
(iv) opcionalmente, exponer el complejo CD36-anticuerpo a un segundo anticuerpo anti-CD36 y
(v) detectar y cuantificar la cantidad del anticuerpo que se une a CD36,

y en el que preferentemente la fase sélida es una placa de microvaloracién, preferentemente la CD36 esta presente
(parte de ella) en una fraccidon de plasma de alto peso molecular, siendo dicha fraccion de plasma de alto peso
molecular, preferentemente, un complejo CD36-lipoproteina; preferentemente dicho anticuerpo anti-CD36 se
selecciona del grupo que consiste en anticuerpos monoclonales como se especifica a continuacion; preferentemente
dicha determinacién se lleva a cabo por un inmunoensayo enzimatico en fase soélida, en el que, en el inmunoensayo
enzimatico, se expone la muestra a un primer anticuerpo de unién a CD36 humana, y se mide la cantidad de CD36
unida usando un segundo anticuerpo anticuerpo de unién a CD36 que lleva una marca enzimatica, donde la medida
se lleva a cabo por una reaccién de color catalizada por enzimas o quimioluminiscencia.

También esta dentro del alcance de la presente invencion determinar la concentraciéon de CD36 por la técnica de
matriz en suspension multiplex.

Anticuerpos

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a un anticuerpo dirigido a un epitopo de polipéptido de CD36 o
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parte del mismo como se describe en otros puntos del presente documento. El anticuerpo se puede usar en
procedimientos de la presente invencion relativos a procedimientos para clasificar una placa ateroesclerética,
diagnosticar una placa ateroesclerética, realizar un seguimiento de una placa ateroesclerética, diagnosticar el riesgo
de tener y/o desarrollar una placa ateroesclerética sintomatica, diagnosticar la carga de una placa ateroescleroética,
diagnosticar estenosis y/o determinar la pauta de tratamiento de un individuo. Asi, en este contexto, epitopo cubre
cualquier epitopo que pueda reconocer un anticuerpo o un fragmento de unién del mismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo" incluye anticuerpos tanto policlonales como
monoclonales, asi como fragmentos de los mismos, tales como fragmentos Fv, Fab y F(ab)2 que pueden unirse a un
antigeno o hapteno. Incluye anticuerpos monoclonales murinos convencionales, asi como anticuerpos humanos, y
formas humanizadas de anticuerpos no humanos, y también incluye ‘anticuerpos’ aislados de colecciones de
anticuerpos de fagos.

Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales y se puede producir por procedimientos in vivo o in vitro
conocidos en la técnica. Por tanto, el anticuerpo anti-CD36 se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos
monoclonales y policlonales especificos frente a CD36.

Un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo producido por una célula de hibridoma. Los expertos en la técnica
conocen bien procedimientos de preparacion de células de hibridoma que sintetizan anticuerpos monoclonales, p.
ej., por fusién de un linfocito B que produce anticuerpos con una linea celular de linfocitos B inmortalizada.

Un anticuerpo policlonal es una mezcla de moléculas de anticuerpo (especificas para un antigeno dado) que se ha
purificado a partir de la sangre de un animal inmunizado (frente a ese antigeno dado), donde un ejemplo no limitante
son moléculas de anticuerpo de conejo. Estos anticuerpos son policlonales en cuanto que son los productos de
muchas poblaciones diferentes de células productoras de anticuerpos.

La divulgacion también se refiere a mezclas de anticuerpos monoclonales y/o policlonales.

También esta dentro del alcance de la presente invenciéon una mezcla de al menos dos anticuerpos monoclonales.
Se aprecia que la mezcla puede comprender 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 15 anticuerpos monoclonales.

El anticuerpo anti-CD36 usado en el presente documento puede ser un anticuerpo monoclonal como se describe
anteriormente y/o un anticuerpo policlonal aislado, que se puede obtener por un procedimiento de inmunizacion en el
que se usa como componente de antigeno CD36 humana purificada o recombinante y, preferentemente, el
anticuerpo es especifico para diversas fracciones de la proteina CD36 que esta presente en plasma sanguineo
humano en forma soluble, opcionalmente como parte de un complejo CD36-lipoproteina, tal como una CD36 o una
fraccion de la misma unida a liproproteina de baja densidad (LDL), IDL (lipoproteina de densidad intermedia o VLDL
(liproproteina de muy baja densidad) que puede estar presente en una fraccion de alto peso molecular de plasma sin
células. En una realizacién el complejo CD36-lipoproteina comprende formas oxidadas de lipoproteinas. Por
ejemplo, la sCD36 se asocia con LDL oxidada (oxLDL), LDL oxidada, IDL oxidada y/o VLDL oxidada. En otra
realizacién mas sCD36 se encuentra en un complejo con HDL oxidada.

En una realizacion el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en sc7309 (CD36 (SMf), IgM de ratén) y
anticuerpos policlonales especificos frente a CD36, tales como sc5522 (CD36 (N-15), IgG de cabra, epitopo N-
terminal (h)), sc9154 (CD36(H-300), IgG de conejo, epitopo 1-300 (h)), tales como sc5522 y sc9154 (ambos de
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, EE. UU.).

Preferentemente, los anticuerpos usados en el ensayo ELISA para la deteccion de CD36 circulante en plasma estan
marcados para facilitar su deteccion, estando la marca, preferentemente, en forma de biotinilacion, lo cual conoce
bien un experto en la técnica.

En particular el anticuerpo monoclonal especifico frente a CD36 se puede seleccionar del grupo que consiste en:
185-1G2 Vilella

131.1 Tandon, Rockville

131.2 Tandon, Rockville

131.4 Tandon, Rockville

131.5 Tandon, Rockville

131.7 Tandon, Rockville

NAM28-8C12 Blanchard, Nantes

AmAK-5 Kehrel, Muenster
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CLB-IVC7 CLB, Amsterdam

Lyp 10.5 McGregor, Lyon

Lyp 13.10 McGregor, Lyon

Nivel de referencia usado en el diagnéstico, clasificaciéon y seguimiento

En un individuo que padece una placa ateroesclerética, un aumento de la concentracién de polipéptido de CD36 de
al menos 1,15 veces el nivel de referencia es una indicacién de progresion de la placa ateroesclerética hacia una
placa ateroesclerética sintomatica. En particular un aumento del al menos 1,25 del nivel de referencia, por ejemplo,
un aumento de al menos 1,30, tal como un aumento de al menos 1,35 del nivel de referencia, por ejemplo, 1,40 del
nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 1,45 del nivel de referencia, por ejemplo, 1,50 del nivel de
referencia, tal como un aumento de al menos 1,55 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 1,60 del
nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 1,65 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos
1,70 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 1,75 del nivel de referencia, tal como un aumento de
al menos 1,80 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 1,85 del nivel de referencia, tal como un
aumento de al menos 2,0 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 2,25 del nivel de referencia, tal
como un aumento de al menos 2,50 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 3 del nivel de
referencia, tal como un aumento de al menos 3,50 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 4 del
nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 4,50 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos
5 del nivel de referencia, tal como un aumento de al menos 6, 7, 8, 9 o 10 del nivel de referencia, es indicativo de
progresion de la placa ateroesclerética hacia una placa ateroesclerética sintomatica.

El término "nivel de referencia” significa la concentraciéon de polipéptido de CD36 en una reserva de muestras de un
grupo aleatorio de individuos. En una realizacién se determina el nivel de referencia en una reserva de muestra de
un grupo aleatorio de individuos asintomaticos. La reserva comprende muestras de al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o tal como de al menos
100 individuos.

En otra realizacién el nivel de referencia es la concentracion de polipéptido de CD36 en una reserva de muestras de
un grupo de individuos tal como de al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o tal como de al menos 100 individuos, en los que no se ha observado
ningun sintoma relacionado con la ateroesclerosis desde hace mas de 2 meses, desde hace mas de 3 meses, desde
hace mas de 4 meses, desde hace mas de 5 meses o desde hace mas de 6 meses, en el momento de suministrar
una muestra. En una realizacion el nivel de referencia es la concentracién de polipéptido de CD36 o molécula de
acido nucleico que codifica CD36 en una reserva de muestras de un grupo de individuos tal como de al menos 3, 4,
56,7,8,3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12,13, 14,15, 16,17, 18,19, 20, 25, 30, 35, 40,45, 50, 55, 60,65, 70, 75, 80, 85, 90,
95 o tal como de al menos 100 individuos, en los que no se ha observado ningun sintoma relacionado con la
estenosis carotidea y/o la esclerosis carotidea desde hace mas de 2 meses, desde hace mas de 3 meses, desde
hace mas de 4 meses, desde hace mas de 5 meses o desde hace mas de 6 meses, en el momento de suministrar
una muestra.

Kit

En un aspecto la invencion se refiere a un uso de un kit para diagnosticar placas ateroescleréticas en un individuo,
comprendiendo dicho procedimiento, en una muestra de dicho individuo, i) determinar la concentracion de un
polipéptido de CD36, ii) correlacionar dicha concentracion determinada en i) con un nivel de referencia y iii)
basandose en dicha correlacion de acuerdo con ii), diagnosticar dichas placas ateroescleroticas.

En otro aspecto la divulgacion se refiere a un kit para diagnosticar a un individuo con riesgo de tener y/o desarrollar
placas ateroescleréticas sintomaticas, comprendiendo dicho procedimiento, en una muestra de dicho individuo, i)
determinar la concentracion de un polipéptido de CD36, ii) correlacionar dicha concentracién determinada en i) con
un nivel de referencia vy iii) basandose en dicha correlaciéon de acuerdo con ii), diagnosticar si dicho individuo esta en
riesgo o no de tener y/o desarrollar una placa ateroesclerética sintomatica.

Ademas, la presente invencion se refiere a un uso de un kit para diagnosticar la estenosis provocada por placas
ateroescleréticas en un individuo, comprendiendo dicho procedimiento, en una muestra de dicho individuo, i)
determinar la concentracion de un polipéptido de CD36, ii) correlacionar dicha concentracion determinada en i) con
un nivel de referencia vy iii) basandose en dicha correlacion de acuerdo con ii), diagnosticar el grado de estenosis
provocado por placas ateroescleréticas en un individuo.

Asi, los uno o mas kits comprenden al menos un elemento de deteccién para la determinacion de la concentracion
de un polipéptido de CD36. En una realizacién el elemento de deteccién es un anticuerpo que se puede unir
especificamente al polipéptido de CD36 o parte del mismo.

La concentraciéon de un polipéptido de CD36 o un fragmento del mismo se puede comparar manualmente por una
persona o por ordenador u otra maquina. Se puede usar un algoritmo para detectar similitudes y diferencias. El
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algoritmo puede puntuar y comparar, por ejemplo, los genes que se expresan y los genes que no se expresan. De
forma alternativa, el algoritmo puede buscar cambios en la intensidad de la expresién de un gen en particular, un
transcrito o un producto traduccional del mismo y puntuar los cambios en la intensidad entre dos muestras. Se
pueden determinar similitudes basandose en genes, transcritos o productos traduccionales de los mismos que se
expresan en ambas muestras y genes que no se expresan en ambas muestras, o basandose en genes cuya
intensidad de expresion es numéricamente similar.

En general, la operacion de deteccién se realizara usando un dispositivo de lectura externo al dispositivo de
diagnéstico. Sin embargo, en algunos casos puede ser deseable incorporar la operacion de recogida de datos en el
propio dispositivo de diagnostico.

El aparato de deteccion puede ser un detector de fluorescencia o un detector espectroscopico u otro detector.

Aunque la hibridacién es un tipo de interaccidn especifica que es claramente util para su uso en esta realizacion de
mapeo, también pueden ser muy utiles reactivos de anticuerpo.

Tipicamente, la recogida de datos de las diversas operaciones de andlisis, p. ej., matrices de oligonucleétidos y/o
microcapilares, se llevara a cabo usando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden escanear
las matrices usando laseres para excitar objetivos marcados de forma fluorescente que han hibridado con regiones
de matrices de sondas mencionadas anteriormente, de las que después se pueden tomar imagenes usando
dispositivos acoplados cargados ("CCD") para un escaneo de campo amplio de la matriz. De forma alternativa, otro
procedimiento particularmente util para recoger datos de las matrices es a través del uso de microscopia laser
confocal que combina la facilidad y la velocidad de un procedimiento automatizado facilmente con una deteccién del
alta resolucion.

Tipicamente, después de la operacion de recogida de datos, se comunicaran los datos a una operacion de analisis
de datos. Para facilitar la operaciéon de andlisis de muestra, tipicamente, los datos obtenidos por el lector del
dispositivo se analizaran usando un ordenador digital. Tipicamente, el ordenador estara programado de forma
apropiada para la recepcion y el almacenamiento de los datos desde el dispositivo, asi como para el analisis y la
comunicacion de los datos recogidos, es decir, interpretacion de datos de fluorescencia para determinar la secuencia
de las sondas que hibridan, normalizaciéon de fondo e hibridaciones de desapareamientos de una sola base,
ordenamiento de datos de secuencia en aplicaciones de SBH, y similares.

Parte experimental y ejemplos
Pacientes

Se clasificaron placas carotideas de pacientes consecutivos con endarterectomia en dos grupos en funcién de si los
pacientes habian experimentado o no apoplejia homolateral, AIT o amaurosis fugaz en los seis meses anteriores a la
intervencién quirdrgica. Se caracterizaron las placas como sintomaticas o asintomaticas de acuerdo con la presencia
o ausencia de sintomas cerebrovasculares, respectivamente. Las estenosis carotideas se diagnosticaron y
clasificaron por ecografia duplex a color precerebral (Grant EG, Benson CB, Moneta GL, Alexandres AV, Baker JD,
Bluth EI, Carroll BA, Eliasziw M, Gocke J, Hertzberg BS, Katanick S, Needleman L, Pellerito J, Polak JF, Rholl KS,
Wooster DL, Zierler RE. Carotid artery stenosis: gray-scale and Doppler US diagnosis-Society of Radiologists in
Ultrasound Consensus Conference. Radiology. 2003; 229:340-346) y angiotomografia (Anderson GB, Ashforth R,
Steinke DE, Ferdinandy R, Findlay JM. CT angiography for the detection and characterization of carotid artery
bifurcation disease. Stroke. 2000; 31:2168-2174) de acuerdo con criterios de consenso. Las estenosis carotideas
asintomaticas se detectaron durante exploraciones clinicas de pacientes con arteriopatia coronaria (APC),
arteriopatia coronaria periférica o apoplejia/AlIT mas de seis meses antes.

Especimenes de endarterectomia carotidea

Se recuperaron placas ateroescleréticas carotideas de pacientes durante la endarterectomia carotidea. Las placas
que se usaron para extraccion de proteinas y ARN se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido. Para realizar
inmunotransferencias, se homogeneizaron los polvos de tejido de las placas en tampén de lisis helado (PBS que
contenia céctel inhibidor de proteasas [Gibco, Paisley, RU] con Triton X-100 al 1 % y Tween 20 al 0,1 %) en una
proporcion de 0,1 ml por 10 mg de peso humedo de tejido mediante un homogeneizador de hoja metalica. Se
incubaron extractos en hielo durante 15 minutos y se centrifugaron a 12.000 g (15 minutos a 4 °C). Se retuvieron los
sobrenadante y se midi6 la concentracion de proteina en las muestras con el procedimiento BCA (Pierce, Cheshire,
RU).

Protocolo de toma de muestras de sangre

Se extrajo sangre venosa periférica en tubos con EDTA sin pirégenos que se sumergieron inmediatamente en hielo
fundido y se centrifugaron a 2.500 g durante 20 minutos en un plazo de 20 minutos para obtener plasma pobre en
plaquetas. Se almacenaron todas las muestras a -80 °C y se descongelaron una sola vez antes de comenzar los
procedimientos de ensayo.
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Micromatrices de oligonucleétidos de alta densidad

Se aislé ARN total a partir de tejido carotideo congelado usando el kit MagNA Pure Kit Il (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN), se cuantificé de forma espectrofotométrica y se almacené a -80 °C. Se adquirié la matriz de
genoma humano U133A 2.0 que codifica 14500 genes de Affymetrix (Santa Clara, CA) y se realizé la hibridacion de
acuerdo con el protocolo de marcaje de objetivos de dos ciclos del fabricante. Brevemente, se preparé ADNc a partir
de 100 ng de ARN total y se obtuvo ARNc a partir de la transcripcion in vitro de ADNc. Después se repitié el ciclo
preparando ADNc a partir de 600 ng de ARNc. Después de esto, se generé ARNc marcado con biotina a partir de la
transcripcion in vitro de ADNc y se fragmentd antes de la hibridacion con la matriz. Para el analisis de los datos se
usaron GeneChip Operation Software (1.3) y ArrayAssist (3.4).

Ejemplo 1

Ejemplo de kit de analisis ELISA para detectar CD36 en suero
Andlisis ELISA, reactivos usados y condiciones de ensayo
Tampon fosfato 0,1 mol/l, a pH 8,0

Na,HPO4, 2H,0, 0,1 mol/l, a pH 8,0, almacenado a 4 °C.
Tampén POD

NaH,PO4, H,0, 1,5 mmol/l

Na;HPO4, 2 H,0, 8,5 mmol/l

NaCl 400 mmol/l

pH 7,4

Almacenado a 4 °C

Preparacion de solucién de lisozima:

Lisozima, Sigma L-6876, 20 mg/ml. AlImacenada a -20 °C en porciones de 1 ml, duracién en almacenamiento de 1
afno. La duracion en almacenamiento a 4 °C es de 4 dias.

POD-avidina Dako P364: reactivo de color

Micropocillo de sustrato de peroxidasa TMB (1 componente)
N.° de cat. 50-76-06, Kirkegard and Perry Laboratories. Duracion en almacenamiento de 1 afio a 2-25 °C

Acido fosférico, 1 mol/l

Solucién de POD-avidina:

Tampoén POD 12 ml

Solucién de lisozima 120 pl

POD-avidina 6 pl

Preparar inmediatamente antes de su uso.

Anticuerpo

Anti-CD36: sc-9154 biotinilado (anticuerpo policlonal de conejo de Santa Cruz)

Aparato

Lavador de placas de microvaloracion automatico EIx50 (Biotek Instruments). Se recubrieron placas de ELISA
durante la noche a 4 °C con anticuerpo de cabra de captura (sc5522)-CD36 (0,1 ug/ml), seguido del bloqueo con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y Tween al 0,1 % durante 2 dias a 4 °C. Se almacenaron las placas a -
20 °C hasta su uso. Se aclar6 una placa de microvaloracion recubierta con anticuerpo contra CD36 3 veces con 340
ul de tampdn de aclarado por pocillo usando el programa 12. El dltimo aclarado se termina sin aspiracion del tampon
de aclarado, que se decanta en primer lugar inmediatamente antes de aplicar los patrones (reserva de EDTA-
plasma) y las muestras (con posibles controles) e inmediatamente antes de la adicion de reactivo 5.
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Patrones

Se centrifuga sangre con EDTA de 100 sujetos de la toma de muestras rutinaria a 3000 G durante 10 min, se retira
la parte superior del plasma pipeteando y se combinan. Se congela la reserva-plasma en alicuotas de 350 ul y se
usan diluciones como curvas de calibrado. Se usan otras reservas de plasma con EDTA como controles de ensayo
internos superiores e inferiores. El coeficiente de variacion intraensayo, que se calculé a partir de una serie de 76
determinaciones individuales de la misma muestra, fue del 10 %, y calculado a partir de determinaciones dobles del
control alto en 15 dias diferentes, fue del 6 %. El coeficiente de variacion interensayo, calculado a partir de los
controles en cada serie realizada, fue del 16,4 %. Solo se aceptaron series donde los controles estaban en el
intervalo de +/-1,96 x DT (interensayo).

Procedimiento para ensayo ELISA

Se aclara una placa de microvaloracion en el EIx50. Se aplican patrones, controles, muestras y tampoén de dilucidon
en filas dobles, 100 pl/pocillo. Se anotan las posiciones de las aplicaciones. Se cubre la placa de microvaloracién
con pelicula plastica y se incuba durante 60 min en una mesa de agitacion.

Se aclara la placa en el EIx50. Se afiaden 100 pl de sc-9154 biotinilado por pocillo, se cubre con pelicula plastica y
se incuba 60 min en una mesa de agitacion. Se aclara la placa en el EIx50.

Se afiaden 100 pl de solucion POD-avidina por pocillo. Se cubre con pelicula pléastica y se incuba durante
aproximadamente 30 min en una mesa de agitacion. Se aclara la placa en el EIx50. En una vitrina extractora, se
afiaden 100 pyl de TMB por pocillo. Se cubre con pelicula plastica, se incuba durante aproximadamente 10 min en
una mesa de agitacion. Se finaliza la reaccion con 100 ul de acido fosférico por pocillo (en una vitrina extractora). Se
cubre con pelicula plastica hasta su lectura.

Medida

Se leen las extinciones a 450 nm y 620 nm en un aparato Multiscan antes de que transcurran 60 min desde la
finalizacion de la reaccion.

Calculo

Spline cubicas con escala lineal en ambos ejes. Se usan diluciones de reserva con EDTA como curva de calibrado y
se expresan los resultados con relacion a la reserva de plasma con EDTA. Tampodn de dilucion de ELISA: tampdn
fosfato 10 mmol/l con 0,145 mol/l de NaCl, a pH 7,4

Ejemplo 2
Expresion del gen CD36 en placas ateroescleréticas

Tabla 1. CD36 se expres6d de forma diferente en placas obtenidas de pacientes con ateroesclerosis carotidea
asintomatica (n=4) en comparacion con sintomatica (n=4). 5 de 5 juegos de sondas del Affimetrix (matriz de genoma
humano U133A 2.0) detectaron CD36 (Hs. 120949)

* asintomaticos frente a sintomaticos

ID de UniGene Nombre del gen Simbolo del gen Proporciéon*

antigeno CD36 (receptor de colageno tipo | receptor

Hs.120949 de trombospondina) CD36 0,38
Hs.120949 antigeno CD36 (receptor de colageno tipo | receptor CD36 0,22
de trombospondina)
Hs. 120949 antigeno CD36 (receptor de colageno tipo | receptor CD36 0.14
de trombospondina)
Hs.120949 antigeno CD36 (receptor de colageno tipo | receptor CD36 0.14
de trombospondina)
Hs. 120949 antigeno CD36 (receptor de colageno tipo | receptor CD36 0,07
de trombospondina)
Ejemplos 3a 5
Pacientes
Se tratd a sesenta y dos pacientes consecutivos con estenosis carotidea interna de alto>g@do ( %) con

endarterectomia carotidea (EAC, 53 pacientes) o angioplastia carotidea con implante de endoprétesis (ACE, 9
pacientes) (tabla 2). El estudio incluia 19 (31 %) mujeres y 43 (69 %) hombres, de 65,5 afios de edad (intervalo de
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44-83 afos). Se clasifico a los pacientes en dos grupos en funcién de sus sintomas. Dieciséis (26 %) pacientes
habian padecido sintomas clinicos tales como apoplejia, accidente isquémico transitorio (AIT) o amaurosis fugaz
homolateral por arteria carétida interna estendsica en los Ultimos 2 meses, mientras que 46 (74 %) pacientes
tuvieron sintomas mas de 2 meses antes (n=22) o nunca habian padecido sintomas como los explicados
anteriormente (n=24) (tabla 2). Las estenosis carotideas se diagnosticaron y clasificaron usando duplex a color
precerebral y angiotomografia de acuerdo con criterios de consenso (Anderson et al. Stroke. 2000; Grant EG et al.
Radiology. 2003;229:340-346).

Las estenosis carotideas asintomaticas se detectaron durante exploraciones clinicas de pacientes con arteriopatia
coronaria (APC), arteriopatia coronaria periférica o apoplejia/AlT mas de seis meses antes. También se dividieron en
dos grupos las placas, en funcién de la ecogenia de la placa en la exploracion ecografica de acuerdo con
procedimientos descritos anteriormente (European Carotid Plaque Study, Eur J Vase Endovasc Sung. 1995; 10: 23-
30; Mathiesen EB et al, Circulation. 2001 ;103: 2171-2175), y se clasificaron como ecolucentes o
ecogenas/heterogéneas. Se realizaron ecografia triplex de arterias precerebrales, exploracién clinica neuroldgica y
difusién cerebral-resonancia magnética nuclear ponderada (RMN) en un plazo de dos dias antes y el dia después de
los procedimientos. Se excluyeron de todas las partes del estudio los pacientes con enfermedades inflamatorias
concomitantes tales como infecciones y trastornos autoinmunitarios, o hepatopatias o nefropatias. Los protocolos
fueron aprobados por la comision regional de ética y se obtuvo el consentimiento informado firmado de todos los
individuos.

Tabla 2. Variables iniciales en pacientes de acuerdo con los # sintomas clinicos y meses transcurridos desde los
sintomas (n=62)

<2 meses (n=16) > 2 meses o ausencia |p
de sintomas (n=46)
Edad, afios 66 (7,8) 65 (9,3) ,98
Sexo masculino* 12 (75) 31 (67) 57
Grado de estenosis, % 80 (80-95) 80 (70-95) ,65
Placa carotidea ecolucente* 7 (43,8) 13 (28,3) ,25
Isquemia en RMN cerebral (n=53) 11 (68,8) 31 (67,4) ,94
indice de masa corporal, kg/m2 26,7 (20,4-35,5) 25,8 (19-35,5) 72
Tratados con EAC* 15 (93,8) 38 (82,6) ,28
Presion sanguinea sistélica, mmHg 151 (110-196) 150 (110-194) ,60
Presién sanguinea diastélica, mmHg 73 (32-99) 80 (49-101) ,59
Diabetes mellitus® 4 (25) 10 (22) 79
Tratamiento con estatinas 13 (81,3) 41 (89,1) 42
Actualmente fumador* 7 (43,8) 25 (54,3) 74
Neopterina, nmol/l 8,7 (4,9-18,0) 9,1 (5,7-60,3) ,48
PCR, mg/l 3,5 (1,0-39,0) 5(0,6-28,0) ,93
Recuento leucocitario total, 10%1 8,3 (4,0-12,1) 7,5(3,8-11,1) 31
Fibrindgeno, g/l 4,0 (2,9-6,6) 3,9 (2,6-6,9) ,87
Colesterol, mmol/l 4,3 (3,6-5,9) 4,4 (2,8-7,5) ,68
Colesterol HDL, mmol/l 1,3 (0,7-1,9) 1,2 (0,8-2,5) ,82
Triglicéridos, mmol/l 1,4 (0,6-3,8) 1,5(0,7-3,7) 31
LDL (n=49) 2,6 (2,0-4,0) 2,6 (1,5-5,1) ,46
HbA1c, % 5,7 (5,2-6,9) 5,8 (0,9-8,8) ,95
B-tromboglobulina, Ul/ml 53,3 (26,7-142,1) 54,8 (15,4-268,5) ,61
Recuento plaquetario, 10%I 225,5 (132-391) 261 (168-441) ,10

# Los sintomas clinicos incluyen apoplejia, AIT o amaurosis fugaz homolateral por arteria carétida interna
estenodsica. Los numeros son medias aritméticas (DT) o *numeros (porcentajes) no ajustados.

Protocolo de toma de muestras de sangre

Se extrajo sangre venosa periférica en tubos con EDTA sin pirégenos que se sumergieron inmediatamente en hielo
fundido y se centrifugaron a 2.500 g durante 25 minutos a 4 °C en un plazo de 20 minutos para obtener plasma
pobre en plaquetas. Se almacenaron todas las muestras a -80 °C y se descongelaron una sola vez.
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Inmunohistoquimica

Se tifieron secciones fijadas con acetona de placas ateroescleréticas carotideas, extraidas de pacientes durante
endarterectomias carotideas, usando IgG anti-CD3 humana (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) monoclonal de
raton anti-CD36 humana (FA6-152, Novus Biologicals, Littleton, CO), IgG policlonal de ratén purificada por afinidad
anti-macroéfagos humanos (calprotectina) (MCA874G, Serotec Ltd., Oxford, RU) anti-actina de musculo liso humana
(DakoCytomation) e IgG de oveja anti-factor de von Willebrand de rata (Cedarlane, Ontario, Canada). Se realiz6 el
seguimiento de los anticuerpos primarios con IgG anti-ratdbn o anti-oveja biotiniladas (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Las inmunorreactividades se amplificaron adicionalmente usando complejos de avidina-biotina-
peroxidasa (Vectastain Elite kit, Vector Laboratories). Se usé diaminobencidina como el cromégeno en un sistema
comercial potenciado por metales (Pierce Chemical, Rockford, IL). Las secciones se contratifieron con hematoxilina.
La omision del anticuerpo primario sirvié como control negativo.

Inmunoensayo ligado a enzimas de CD36 soluble (ELISA)

Se recubrieron placas de ELISA durante la noche a 4 °C con anticuerpo de cabra de captura (sc5522)-CD36 (0,1
pg/ml), seguido del bloqueo con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y Tween al 0,1 % durante 2 dias a
4 °C. Se almacenaron las placas a -20 °C hasta su uso. Se biotinild el anticuerpo de detecciéon sc9154 como se
describe en otros sitios (Glintborg D et al. publicado en linea antes de su impresién el 13 de noviembre de 2007).
Todos los anticuerpos eran de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Una reserva de EDTA-plasma de 100
sujetos de la toma de muestras rutinaria sirvi6 como plasma de referencia y se aplicéd a diluciones crecientes en
duplicados. Otras reservas de EDTA-plasma sirvieron como controles superiores e inferiores y se usé PBS como
control de fondo. Se aplicaron muestras de paciente a diluciones apropiadas en duplicados. Después de 1 hora de
incubacién a temperatura ambiente, se aclararon los pocillos y de aplicé anti-CD36 (sc9154) biotinilado y se incubd
durante 30 minutos. Después del aclarado, se afiadié micropocillo de sustrato de peroxidasa TMB (KemEnTec,
Copenhague, Dinamarca). Se finaliz6 la reaccion con &cido fosforoso y se determinaron las extinciones a 450 nm y
620 nm en un aparato Multiscan (Thermo, Langenselbold, Alemania). Se calcularon las absorciones con relacién a la
reserva de referencia de plasma con EDTA y se expresaron como unidades relativas. Se permitié una desviacion de
los controles de 1 SO del valor verdadero. Los coeficientes de variacion intraensayo e interensayo a largo plazo
fueron del 6 % y el 16 %, respectivamente.

Varios

Se determinaron los niveles de proteina C reactiva (PCR) mediante un ensayo inmunoturbidimétrico potenciado con
particulas de alta sensibilidad en una plataforma modular (Roche Diagnostic, Basilea, Suiza). Se midieron las
concentraciones de parametros lipidicos y HbA1c por procedimientos de laboratorio rutinarios descritos
anteriormente. Se midieron los niveles plasmaticos de neopterina y B-tromboglobulina (D-TG) por ELISA obtenidos
de IBL Hamburg (Hamburgo, Alemania) y Diagnostica Stago (Asnieres, Francia), respectivamente.

Analisis estadisticos

Para la comparacién de 2 grupos de individuos, se usé la prueba de la U de Mann-Whitney. Al comparar 3 grupos de
individuos, se usé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En caso de encontrar una diferencia significativa, se
uso6 la prueba de la U de Mann-Whitney para calcular la diferencia entre cada par de grupos. Se calcularon los
coeficientes de correlacién (r) mediante la prueba de correlacion de Spearman. Se uso6 la prueba exacta de Fisher
para comparar proporciones. Se calculd la relacion entre variables usando el analisis de regresion lineal y binaria
para variables dependientes categéricas y continuas, respectivamente. Se consider6 que los valores de probabilidad
(bidimensionales) era significativos a un valor de <0,05.

Ejemplo 3
CD36 en plasma y estabilidad de las placas

En contraste con los de la PCR y la neopterina, los niveles plasmaticos de la sCD36 fueron significativamente
mayores en aquellos que tuvieron sintomas relacionado con su estenosis carotidea en los ultimos dos meses en
comparacion con los demas pacientes (2,17 [0,58-4,74] frente a 1,27 [0-6,03], p=0,019, los datos de dan en
unidades relativas como medianas e intervalos). Ademas, al dividir a los pacientes en tres grupos en funcién de sus
ultimos sintomas clinicos (es decir, sintomas en los ultimos 2 meses [n=16], sintomas en los Ultimos 3-6 meses
[n=15] o placas asintomaticas, es decir, ningun sintoma o sintomas mas de 6 meses antes [n=31]), el primer grupo
presento niveles plasmaticos de sCD36 significativamente elevados en comparacion los otros dos grupos (figura 2).
Dentro del grupo de pacientes en conjunto, los niveles plasmaticos de sCD36 estaban significativamente
correlacionados con los recuentos leucocitarios totales (r=0,43, p<0,02) y el fibrinégeno (r=-0,40, p<0,02). Sin
embargo, después del ajuste de estos parametros, sCD36 seguia siendo un predictor significativo de sintomas
clinicos de las placas en los ultimos dos meses (p=0,049, Cl: 1,0-2,7). Se ha informado anteriormente de niveles
plasmaticos de sCD36 elevados en diabetes tipo 2 y en individuos obesos, pero en el presente estudio no se ha
observado relacion entre sCD36 y el IMC, la aparicion de diabetes mellitus o el control glucémico (es decir, HbA1c)
(datos no mostrados).
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Se ha demostrado anteriormente que existe la CD36 en una forma soluble en el plasma, con niveles elevados en
pacientes con diabetes tipo 2 y en pacientes con el sindrome del ovario poliquistico en relaciéon con factores de
riesgo para ateroesclerosis tales como la resistencia a la insulina y el control glucémico (Handberg A et al.
Circulation. 2006;114:1169-1176; Glintborg D et al. Diabetes Care. publicado en linea antes de su impresion el 13 de
noviembre de 2007. En el presente estudio, se ampliaron estos descubrimientos mostrando una relacion mas directa
entre los niveles plasmaticos de sCD36 y la naturaleza de la lesion ateroesclerética, independientemente del IMC y
de la aparicién del diabetes. Por tanto, aunque no se observaron diferencias en los marcadores de riesgo
tradicionales de cardiovasculopatias o los marcadores establecidos de inflamacion sistémica y activacion plaquetaria
entre aquellos con enfermedad sintomatica en la arteria carétida en los 2 meses anteriores y los demas pacientes
con ateroesclerosis carotidea, los niveles plasmaticos de sCD36 estaban significativamente elevados en el primer
grupo de pacientes. Sin establecer ninguna restriccion tedrica, una posible fuente celular de sCD36 en estos
pacientes, con base en la observacion anterior del aumento de los niveles de ARNm de CD36 en placas carotideas
sintomaticas combinado con los presentes datos que muestran una inmunotincion fuerte de CD36 en macréfagos en
placas sintomaticas en comparacién con las asintomaticas, puede llevar a pensar que los niveles plasmaticos
elevados de sCD36 podrian reflejar el aumento de la liberacion desde la lesion sintomatica inestable.

Ejemplo 4
CD36 en plasma y morfologia de las placas

El aspecto de las placas en la ecografia o ecogenia se puede clasificar, en principio, en placas con ecos de nivel
bajo, con una cubierta delgada y a menudo incompleta de la superficie luminal (placa ecolucente) y placas con ecos
de nivel medio y alto, que a menudo reflejan un mayor contenido en tejido fibroso denso y calcificacion (placas
ecogenas/heterogéneas). Estaban disponibles datos sobre la morfologia de las placas de 59 de los pacientes vy,
como se puede observar en la figura 4, los pacientes con placas ecolucentes (n=20) tendian a tener a niveles de
sCD36 mas altos en comparacion con aquellos con placas ecogenas/heterogéneas (n=39, p= 0,09).

Ejemplo 5
Expresion de CD36 en la lesion carotidea

La fuente celular de los niveles plasmaticos de sCD36 en pacientes con lesiones carotideas sintomaticas no esta
clara, pero recientemente se ha identificado el CD36 como uno de los 87 genes que estaba notablemente regulado
por incremento en placas carotideas sintomaticas, lo que indica que la propia placa podria contribuir a los niveles
plasmaticos de sCD36 elevados en estos pacientes. Para dilucidar adicionalmente estas cuestiones, se realizaron
analisis inmunohistoquimicos en placas carotideas de 2 pacientes con enfermedad sintomatica (<2 meses) y 2
pacientes con enfermedad asintomatica (figura 6). La tincion de secciones seriadas de estas lesiones
ateroescleréticas mostré inmunotincion anti-CD36 en placas de pacientes sintomaticos que se localizaban en el
nucleo rico en lipidos de la placa (figura 6A) con una inmunotinciéon fuerte contra macrofagos positivos para
calprotectina (figura 6B). Se observé una intensidad de la inmunorreactividad de CD36 diferentes en la regién del
nucleo y las regiones con una inmunotinciéon anti-CD36 muy débil o nula, como en el centro acelular del nicleo,
mientras que otras regiones presentaron una inmunotincion mas intensa. Como se demuestra en la figura 6, las
regiones de la placa adyacentes al medio presentaban la inmunorreactividad de CD36 mas fuerte. Sin embargo, no
se observé nada de inmunotincién anti-CD36 fuera del nicleo. También se observéd inmunotincion de CD36 en
regiones ricas en lipidos, positivas para calprotectina en lesiones de pacientes con enfermedad asintomatica, pero
en estos pacientes, las placas ateroescleréticas estaban menos avanzadas y la regidon con inmunotincion positiva
para CD36 era mas pequefia que en lesiones de pacientes con enfermedad sintomatica.

Se cree que la CD36 desempefia un papel critico en el inicio y la progresion de lesiones ateroescleréticas por medio
de su capacidad para unirse e internalizar LDL modificadas atrapadas en la pared arterial, facilitando la formacion de
células espumosas de macroéfagos ingurgitados con lipidos (Col-lot-Teixeira S et al. Cardiovasc Res. 2007;75:468-
477; Tuomisto TT et al. Atherosclerosis. 2005;180:283-291. De hecho, estudios anteriores han informado de la
expresion de CD36 acelerada en paralelo con la progresion de la ateroesclerosis 6, especialmente localizada en
macréfagos de gran tamafio espumosos (Nakata A et al. Artehoscler Thromb Vase Biol. 1999;19:1333-1339. El
descubrimiento del presente estudio de la inmunotincion fuerte de CD36 en placas sintomaticas en comparacion con
las asintomaticas, principalmente localizada en macréfagos cargados con lipidos del nucleo graso de la placa
ateroesclerotica, respalda adicionalmente una relacion entre CD36 potenciada y la ateroesclerosis avanzada.
Ademas, los niveles plasmaticos de sCD36 estaban notablemente elevados en aquellos con sintomas relacionados
con su estenosis carotidea de los ultimos dos meses en comparacioén con otros pacientes. Los mecanismos para la
liberacion de CD36 en su forma soluble no estan claros actualmente, pero se ha sugerido que los niveles
plasmaticos de sCD36 podrian servir como biomarcador de afecciones con expresion de CD36 alterada, tales como
niveles elevados de lipoproteinas modificadas e inflamacion de grado bajo (Tuomisto TT et al. Atherosclerosis.
2005;180:283-291).

Ademas, se ha relacionado la apoptosis de células espumosas con la desestabilizacion de placas y la formacion de

trombos con el desarrollo subsiguiente de episodios isquémicos agudos (Littlewood TD y Bennett. Curr Opin Upidol.
2003;14:469-475) y se puede especular con que la apoptosis de macrofagos cargados con lipidos puede dar lugar a
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la liberacion potenciada de CD36. Por lo tanto, es tentador plantear la hipoétesis de que el aumento de los niveles
plasmaticos de sCD36 en pacientes con placas carotideas sintomaticas recientes, con una relaciéon dependiente en
el tiempo con los sintomas agudos, refleja al menos parcialmente la liberacién intensificada de sCD36 durante la
desestabilizacion de la placa.

La CD36 no solo se expresa en monocitos y macréfagos, sino también en células endoteliales Adachi H y Tsujimoto
M. Prog Lipid Res. 2006;45:379-404 y plaquetas (lkeda H. Hokkaido Igaku Zasshi. 1999;74:99-104. Recientemente,
Podrez y colaboradores propusieron que la CD36 plaquetaria podria ser un sensor del estrés oxidativo y un
modulador de la activacion de las plaquetas, promoviendo la trombosis en condiciones hiperlipidémicas (Podrez EA
et al. Nat Med. 2007;13:1086-1095) tal como durante la interaccion entre plaquetas y una lesiéon ateroesclerética
inestable. En contraste con la sCD36, no se ha descubierto ninguna relacién entre los niveles plasmaticos de PCR,
neopterina y beta-TG, que son marcadores fiables de inflamacion sistémica y activacion de monocitos/macréfagos y
plaquetas, respectivamente. Es posible que la capacidad de sCD36 para reflejar la inestabilidad de las placas y la
enfermedad sintomatica pueda reflejar su capacidad para poner de manifiesto varios procesos patogénicos
implicados en la estabilizacion de placas, tales como la activacion de plaquetas y monocitos/macréfagos, asi como
episodios patogénicos dentro de la lesién tales como apoptosis de células espumosas e interacciones entre
plaquetas y la placa ateroesclerética. Se propone que la sCD36 en plasma es un marcador de inestabilidad de la
placa y ateroesclerosis carotidea sintomatica, posiblemente al menos en parte como consecuencia de la liberacion
de CD36 a la circulaciéon desde la capa infiltrada con células espumosas superpuesta al nucleo graso, y que esta
liberacion se intensifica durante la ruptura de la placa. Los resultados del presente estudio sugieren que sCD36
predice episodios cardiovasculares futuros.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para diagnosticar placas ateroescleréticas como inestables y/o diagnosticar estenosis
provocada por placas ateroescleréticas inestables en un individuo, comprendiendo dicho procedimiento, en una
muestra de sangre de dicho individuo,

(i) determinar la concentracion de un polipéptido de CD36 soluble,
(ii) correlacionar dicha concentraciéon determinada en i) con un nivel de referencia y

(iii) basandose en dicha correlacion de acuerdo con ii), diagnosticar dichas placas ateroescleréticas como
inestables y/o diagnosticar estenosis provocada por placas ateroescleréticas inestables.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha muestra es una muestra sin células.

3. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha muestra es una
muestra de plasma.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que un aumento de la
concentracién de CD36 de al menos 1,15 del nivel de referencia es una indicaciéon de una placa ateroesclerética en
progresion.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha concentracion de
dicho polipéptido de CD36 o parte del mismo se determina en

(i) una secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 4,

(ii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia con una secuencia de

).

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion de
polipéptido de CD36 se determina

(i) proporcionando un anticuerpo anti-CD36,
(i) exponiendo la muestra al anticuerpo anti-CD36

(iii) opcionalmente, exponiendo dicho complejo CD36-anticuerpo a al menos un anticuerpo adicional dirigido
contra dicho complejo CD36-anticuerpo y

(iv) detectando y cuantificando la cantidad de dicho anticuerpo.

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polipéptido de
CD36 se determina

(i) proporcionando un anticuerpo anti-CD36,

(i) exponiendo la muestra que se va a estudiar al anticuerpo anti-CD36 unido a una fase soélida,
(iii) opcionalmente, exponiendo el complejo CD36-anticuerpo a un segundo anticuerpo anti-CD36 y
(iv) detectando y cuantificando la cantidad del anticuerpo que se une a CD36.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, en el que dicho procedimiento
inmunolégico es un inmunoensayo enzimatico ELISA en fase sélida en el que en la etapa (iii) se pone en contacto la
muestra con dicho anticuerpo unido a una fase sélida.

9.  El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la fase sdlida es una placa de microvaloracion.

10. EIl procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que dicho anticuerpo anti-CD36 se
selecciona del grupo que consiste en anticuerpos monoclonales y policlonales especificos frente a CD36.

11. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que dicho anticuerpo anti-CD36 se selecciona del grupo de
anticuerpos que consiste en sc5522 (CD36 (N-15), IgG de cabra (epitopo N-terminal (h)), sc9154 (CD36 (H-300),
IgG de conejo (epitopo 1-300 (h)) y sc7309 (CD36 (SMf), IgM de ratén).

12. Uso de un kit para el procedimiento como se define en la reivindicacion 1, que comprende al menos un
anticuerpo dirigido contra un polipéptido de CD36 o parte del mismo.
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