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DESCRIPCION
Procedimiento para determinar la cantidad de CD36 circulante.

La presente invencién se refiere a un procedimiento de cuantificacion de la proteina CD36 o un fragmento de la
misma de acuerdo con las reivindicaciones 1-7 en una muestra de plasma del paciente utilizando un ensayo basado
en un anticuerpo especifico y la correlacién del nivel asi medido de CD36 con el riesgo relativo de que dicho
paciente desarrolle un estado patolégico, tal como aterosclerosis, aterotrombosis y resistencia a la insulina. Aspectos
adicionales de la invencion estan relacionados con un procedimiento de prediccién del desarrollo de un estado
patoldgico, tal como aterosclerosis o aterotrombosis en un ser humano que padece diabetes y/u obesidad, y un kit
de diagndstico para la deteccion de CD36 en el plasma sanguineo y/o la cuantificacion del nivel relativo de CD36 en
el plasma sanguineo.

ANTECEDENTES

Por todo el mundo la incidencia de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) esta aumentando y constituye un factor siempre
creciente de gasto en los sistemas sanitarios especialmente del mundo occidental. En el momento de la diagnosis
aproximadamente el 50 % de estos pacientes presentan complicaciones, especialmente en forma de aterosclerosis.
El desarrollo de aterosclerosis y aterotrombosis puede retrasarse mediante tratamiento intensivo de la dislipemia, la
resistencia a la insulina y también la desregulacion de la diabetes.

Tipicamente, los factores de riesgo para la aterotrombosis en los pacientes con diabetes son monitorizados en
muestras sanguineas tales como mediciones de la regulacion de la diabetes (HbA1c) combinadas con mediciones
de fracciones de colesterol y triglicéridos (dislipemia). Se usan ECG, CRP sensible y enzimas marcadoras de
isquemia cardiaca para el examen de aterosclerosis y trombosis cardiaca asi como con fines de diagndstico y
monitorizacion. Ademas, es necesario evaluar los sintomas clinicos de la aterosclerosis implicando asi una gama
compleja de pruebas y evaluaciones clinicas con el fin de obtener una valoracion realista de los factores de riesgo.

Una medicion integrada del nivel y el riesgo de aterosclerosis y/o aterotrombosis en pacientes, como los pacientes
con diabetes, facilitaria y permitiria una intervencion temprana proporcionando asi considerables ganancias
sanitarias y econémicas.

Griffin, E. y col. (Nature Medicine, Vol. 7, N° 7, julio de 2001, pp 840-846) han demostrado que un aumento mediado
por glucosa en la eficiencia de traducciéon de mRNA de la CD36 tiene como resultado un aumento de expresion de
CD36 del receptor scavenger (basurero) de macrofagos y que la expresion de CD36 se incrementaba en las lesiones
de endarterectomia de pacientes con una historia de hiperglucemia. Asi, el aumento de traduccién de
transcripciones de CD36 bajo condiciones de glucosa elevada proporciona un mecanismo para aterosclerosis
acelerada en los diabéticos. Griffin t col. utilizan la inmunocitoquimica en lesiones de la arteria carétida humana y las
células mononucleares sanguineas periféricas humanas para detectar los niveles de expresion de CD36.

Liang C-P y col. (JCI1 13:763-73, 2004) descubrieron, en un estudio que usa macréfagos procedentes de ratones
ob/ob, la prueba de que una mayor expresion de la proteina CD36 en macrofagos resistentes a la insulina esta
causada por deficiente sefializacion de la insulina, y que la deficiente sefializacion de la insulina de macréfagos
predispone a la formacion de células espumosas y aterosclerosis en estados resistentes a la insulina. La solicitud de
patente publicada JP N° 2000180447 describe un procedimiento y un kit de reaccidon para detectar un antigeno
CD36 en una muestra de organismo tal como la sangre como un marcador para la presencia de y/o el grado de
infarto de miocardio agudo. Sin embargo, en el documento JP 2000180447 no se muestra o menciona una
correlacion entre la presencia de antigeno CD36 en una muestra sanguinea de un paciente o sujeto y un riesgo de
que dicho paciente o sujeto desarrolle aterosclerosis.

Por otra parte, se sabe que una caida en los niveles de CD36 en las células de un paciente después de iniciar la
terapia de inhibidor de la proteasa en relacidon con el nivel antes de la terapia de inhibidor de la proteasa es
predictiva del desarrollo subsiguiente de lipodistrofia asociada con la terapia antirretroviral. El nivel de CD36 se mide
en las células utilizando un analisis citométrico de flujo. Las células pueden ser monocitos de una muestra
sanguinea o una fraccion de la misma (solicitud de patente CA N° 2289365).

Asi, parece que las mediciones de la proteina CD36 unida a la membrana como molécula marcadora para

afecciones relacionadas con la aterosclerosis tienen un potencial de diagnoéstico. Sin embargo, con el estado actual
de la técnica, tales mediciones implicaran el uso de inmunocitoquimica y/o citometria de flujo que requieren el uso de
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aparatos complicados y que no resultan utiles inmediatamente para un laboratorio hospitalario estandar.

Existe una necesidad de un procedimiento simple y econémico para predecir quiénes tienen riesgo de desarrollar
aterosclerosis y/o aterotrombosis. Dicho procedimiento proporcionaria una medicion integrada de la influencia de
varios factores de riesgo en un analisis de una muestra de plasma sanguineo midiendo el nivel de un analito
circulante tal como una proteina no unida o una fraccién de la misma o un complejo soluble que comprende dicha
proteina o fraccion presente en el plasma sanguineo.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar un procedimiento que integra una medicion de la influencia
de varios factores de riesgo en un analisis de una muestra de plasma sanguineo midiendo el nivel de proteina CD36
circulante o proteina CD36 no unida a células presente en el plasma sanguineo. La proteina CD36 circulante puede
estar presente como la proteina no unida (soluble) o una fraccion de péptido de la misma, o la proteina CD36 puede
estar presente unida a una fraccion de lipoproteina tal como la lipoproteina de baja densidad (LDL), la IDL
(lipoproteina de densidad intermedia) o la VLDL (lipoproteina de muy baja densidad) en una fraccion de elevado
peso molecular (MW) del plasma sanguineo, o puede estar presente en microparticulas desprendidas de células
tales como plaquetas, monocitos o adipocitos después de la activaciéon por varios estimulos. Asi, en un aspecto la
invencion proporciona un procedimiento inmunolégico para medir la cantidad de proteina CD36 circulante en una
muestra de plasma libre de células, que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una muestra de plasma que ha de ser investigada,
(i) degradar complejos de elevado peso molecular en dicha muestra de plasma,
(iii) proporcionar un anticuerpo anti-CD36,

(iv) exponer la muestra que ha de ser investigada al anticuerpo anti-CD36 unido a una fase sdlida,
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. Preferentemente, la proteina CD36 circulante
o0 una fraccion detectable de anticuerpo de la misma se une a una fracciéon de lipoproteina, que puede ser una
lipoproteina de baja densidad, una lipoproteina de densidad intermedia, y/o una lipoproteina de muy baja densidad
que esta presente preferentemente en una fraccién de plasma de elevado peso molecular en una muestra libre de
células que puede obtenerse de un sujeto o paciente. Alternativamente, la proteina CD36 puede estar presente en
microparticulas desprendidas de células tales como plaquetas, monocitos o adipocitos después de la activacion por
varios estimulos.

En otros aspectos la descripcion proporciona un kit de reactivos para llevar a cabo el procedimiento inmunologico, y
un procedimiento de prediccion del desarrollo de aterosclerosis y/o aterotrombosis en un paciente que comprende
las etapas de: (a) obtener una muestra de plasma libre de células de dicho paciente, (b) poner en contacto la
muestra con un anticuerpo anti-CD36 para obtener un complejo CD36-anticuerpo; (c) incubar dicha muestra con
dicho anticuerpo para obtener un complejo CD36-anticuerpo, (d) poner en contacto dicho complejo con un
compuesto marcado que tiene afinidad especifica por dicho complejo; y (e) detectar el compuesto marcado unido a
dicho complejo, por lo que puede medirse la cantidad de proteina CD36; (f) determinar si los niveles de CD36
medidos en la etapa (e) son superiores a los niveles estandar medidos en una poblacién de referencia sana, siendo
el aumento en el nivel de CD36 circulante predictivo del riesgo de que el paciente desarrolle un estado patoldgico, tal
como aterosclerosis y/o aterotrombosis

BREVE DESCRICPION DE LOS DIBUJOS

La fig. 1 muestra una curva de diluciéon de plasma ELISA de CD36 obtenida midiendo la CD36 (eje y) en diluciones
decrecientes de plasma almacenado (eje x). El fondo es bajo, lo cual asegura las mediciones en el intervalo inferior,
y la curva de dilucién es aproximadamente lineal a lo largo de un intervalo de dilucion multiplicado por 10, lo cual es
ventajoso porque las muestras procedentes de una poblacion con una elevada variacion interindividuos pueden
medirse sin las largas mediciones de la dilucion adicional de muestras.

La fig. 2 2muestra la CD36 y 3 parametros de lipidos (Chol = colesterol; HDL; y TG = triglicéridos) (eje y) en
fracciones FPLC de plasma (eje x). La curva para CD36 alcanza su nivel maximo junto con una fraccion de
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colesterol.

La fig. 3 muestra la CD36 medida por ELISA (eje y, panel inferior) en fracciones de FPLC de plasma humano (eje x).
Puede apreciarse a partir de la curva que el contenido de CD36 alcanza su nivel maximo en las fracciones 9 y 10
que representan moléculas/particulas de aproximadamente 1 millén de gram/mol (marcadores mw en el egje x
inferior), lo cual es una indicacion de que la molécula 88kD CD36 esta presente en un complejo mucho mas grande.
El analisis de las fracciones 9 y 10 para ApoB y ApoA muestra que la concentracion de CD36 es 0,08 g/l para ApoB
y solo 0,01 g/l para ApoA mientras que las fracciones 15 y 16 muestran la relacion inversa (panel superior) que
indica que la CD36 esta presente en las mismas fracciones de FPLC que lo esta el colesterol LDL. El panel central
muestra Western blots de CD36 en fracciones de FPLC.

La fig. 4 muestra un diagrama de concentraciones de CD36 en plasma basal (en ayunas) medidas en unidades
arbitrarias con intervalos SEM tal como se indica del estudio 1 en este documento. Las columnas muestran una
diferencia significativa entre la CD36 basal medida en plasma procedente de sujetos diabéticos de tipo 2 obesos (p <
0,0005), y obesos (p < 0,02) comparados con sujetos de control delgados, comparese también la tabla 1.

La fig. 5 es un grafico que muestra la concentracion de CD36 en plasma (se utilizan unidades arbitrarias) frente a la
concentracion (mmol/l) de glucosa plasmatica en ayunas (Fp-glucosa). La CD36 en plasma fue correlacionada
significativamente con la glucosa plasmatica en ayunas, (r = 0,69, p < 0,0001).

La fig. 6 es un grafico que muestra la concentracion de CD36 en plasma (se utilizan unidades arbitrarias) frente a la
Fp-glucosa (mmol/l) en pacientes con DM2. El grafico muestra una correlacion consistente entre elevada CD36 en
plasma y un nivel elevado de Fp-glucosa (r = 0,69, p < 0,03).

La fig. 7 es un grafico que muestra la concentracion de HbA1c (%) frente a la concentracion de CD36 en plasma (se
utilizan unidades arbitrarias) en pacientes con DM2. El grafico muestra una correlacion positiva, y aproximadamente
lineal, entre las concentraciones de CD36 en plasma y las concentraciones de HbA1c (%) (r = 0,76, p < 0,0001).

La fig. 8 es un grafico que muestra un analisis de correlacion de sCD36 (CD36 soluble, CD36 en plasma) y
velocidades de infusion de glucosa durante el pinzamiento euglucémico-hiperinsulinémico en el estudio 1. La
sensibilidad a la insulina se midi6 como velocidades de infusion de glucosa (GIR) al final de un pinzamiento
euglucémico-hiperinsulinémico de 3 h a una velocidad de infusidon de insulina de 40 mU/m2 por min. La sCD36 (eje
x) esta trazada frente a la GIR, los circulos negros representan pacientes diabéticos de tipo 2, los circulos abiertos
representan sujetos de control obesos y delgados. Se realizé6 una correlacion inversa de la sCD36 y la GIR (r = -
0,67, p < 0,0001, N = 31). El grafico muestra una relacion inversa entre la CD36 en plasma y la sensibilidad a la
insulina. La fig. 9 muestra las velocidades de infusion de glucosa (GINF, mg/min/m2) durante los ultimos 30 min. de
un pinzamiento hiperinsulinémico euglucémico de 3 horas con una velocidad de infusion de insulina de 40 muU/ m%
min, comparese con el estudio 1.

La fig. 10 muestra la CD36 soluble en controles de obesidad, obesos relativos y pacientes diabéticos de tipo 2. La
CD36 soluble (sCD36) se midié en plasma procedente de sujetos diabéticos de tipo 2 obesos (diabéticos), y obesos
relativos (FDR) y sujetos de control de obesidad (obesos) mediante un ensayo ELISA, y se expresa en relacion con
plasma almacenado (unidades relativas). *p < 0,025 comparado con los pacientes diabéticos de tipo 2 obesos. Los
participantes en el estudio se describen en la tabla 5.

La fig. 11 es un grafico que muestra la GINF (velocidad de infusion de glucosa, mg glucosa/m?min) frente a la
concentracion de CD36 en plasma medida en unidades arbitrarias durante los ultimos 30 min de un pinzamiento
hiperinsulinémico euglucémico de 3 horas con una velocidad de infusidn de insulina de 40 mU/m?%min. El grafico
muestra una relaciéon inversa entre la CD36 en plasma y la sensibilidad a la insulina incluyendo sujetos
caracterizados en las tablas 1 a 4.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

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

(i) proporcionar una muestra de plasma que ha de ser investigada,

(ii) degradar complejos de elevado peso molecular en dicha muestra de plasma,
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(iii) proporcionar un anticuerpo anti-CD36 tal como se define en este documento,
(iv) exponer la muestra que ha de ser investigada a una fase sdlida y el anticuerpo, y,

(v) detectar y cuantificar la cantidad del anticuerpo que se une a la CD36; y
en un aspecto mas preferente de la invencion se proporciona un procedimiento para determinar la CD36 humana en
una muestra de plasma mediante inmunoensayo enzimatico ELISA en fase sélida que comprende las etapas de

(i) proporcionar una muestra de plasma que ha de ser investigada,

(i) degradar complejos de elevado peso molecular en dicha muestra de plasma,

(iii) proporcionar un anticuerpo anti-CD36,

(iv) exponer la muestra que ha de ser investigada al anticuerpo anti-CD36 unido a una fase sélida,
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 la CD36,

y donde la fase sdlida preferentemente es una placa de microtitulacion, la CD36 esta presente preferentemente (es
parte de) en una fraccién de plasma de elevado peso molecular, siendo dicha fraccion de plasma de elevado peso
molecular preferentemente un complejo CD36-lipoproteina; dicho anticuerpo anti-CD36 se selecciona
preferentemente del grupo constituido por anticuerpos monoclonales tal como se especificd anteriormente y que
incluyen el sc7309 (CD36 (SMf), IgM de ratén), y anticuerpos especificos de CD36 policlonal, tales como sc5522
(CD36 (N-15), IgG de cabra, epitopo N-terminal (h)), sc9154 (CD36(H-300), IgG de conejo, epitopo 1-300 (h)); dicha
determinacion se lleva a cabo preferentemente mediante un inmunoensayo enzimatico en fase sélida, donde, en el
inmunoensayo enzimatico, la muestra es expuesta en primer lugar a un anticuerpo de unién a CD36 humana, y la
cantidad de CD36 unida se mide usando un segundo anticuerpo que lleva una marca enzimatica, donde la medicién
se lleva a cabo mediante una reacciéon cromatica catalizada por enzima o quimioluminiscencia. La CD36 es una
proteina transmembrana de 471 aminoacidos (que tiene 1 o 2 dominios que se extienden por la membrana en las
posiciones de residuos de aminoacidos 439-460 y posiblemente 7-28). La CD36 es una glicoproteina de 88kDa
altamente glicosilada con sitios de union de palmitoil. La CD36 esta presente en caveolas donde puede representar
un papel en la mediacion del movimiento del colesterol celular dentro y fuera de las células. La CD36 se expresa
mediante monicitos, macréfagos, plaquetas, células endoteliales microvasculares, el epitelio glandular mamario,
adipocitos y tejido muscular. Es un receptor multifuncional que se une a la LDL oxidada (OxLDL), acidos grasos de
cadena larga (LCFA), fosfolipidos aniénicos, células apoptéticas, trombospondina (TSP), colageno vy eritrocitos
infectados por Plasmodium falciparum.

La CD36 tiene numerosas funciones celulares. Es una translocasa de acidos grasos (FAT) y pertenece a la familia
de receptores scavenger Clase B, que representa un papel principal en la absorciéon de acidos grasos de cadena
larga (LCFA) sobre la membrana celular en un tejido metabdlicamente activo, en la formacion de células espumosas,
y en la absorcion de OxLDL por los macréfagos. Los macrofagos ricos en lipidos son diferenciados entonces dentro
de células espumosas y contribuyen a la formacion de lesiones ateroscleréticas. Ademas, la CD36 de macroéfagos,
junto con la TSP y la integrina alphavbeta3, pueden fagocitar los neutréfilos apoptéticos. Ademas, la proteina es uno
de los receptores de colageno en la adhesiéon y agregacion de plaquetas. La CD36 también puede mediar la
citoadherencia de los eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum al endotelio de vénulas postcapilares de
diferentes 6rganos. Por otra parte, la CD36 citoplasmatica representa un papel importante en la transduccion de
sefales interactuando con las tirosinas quinasas de la familia Src. La deficiencia en la CD36 en las poblaciones
asiatica y africana se ha asociado a la resistencia a la insulina. Monty Krieger (julio de 1999) Vol. 68 pp. 523-558
(doi:10.1146/annurev.biochem.68.1.523) establece que el riesgo de enfermedad cardiovascular debido a
aterosclerosis aumenta con concentraciones crecientes de colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL) y es
inversamente proporcional a los niveles de colesterol de lipoproteina de alta densidad (HDL). En los ratones, la SR-
Bl representa un papel clave en la determinacion de los niveles de colesterol HDL en plasma y en la mediacion de la
administracion regulada y selectiva de colesterol HDL a tejidos esteroidogénicos y el higado. Las alteraciones
significativas en la expresion de SR-BI pueden tener como resultado trastornos cardiovasculares y reproductivos. La
SR-Bl puede representar un papel similar en los seres humanos; asi, la modulaciéon de su actividad puede
proporcionar la base de futuras estrategias para el tratamiento y la prevencion de la enfermedad aterosclerética.
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Ademas, Tunstall, R.J. y col. (AM J Physiol Endocrinol Metab 283: E66-E72, 2002 (publicado por primera vez el 12
de marzo de 2002; 10.1152/ajpendo.00475.2001) descubrieron que después de 9 dias de ejercicio hubo un aumento
significativo (36 %, P 0,04, efecto del tratamiento) en la expresion del gen humano FAT/CD36 de los musculos
esqueléticos comparado con el estado sin entrenamiento.

Las caracteristicas conocidas de la CD36 a partir de octubre de 1999 han sido resumidas por Laurence M. Howard;
J.L. McGregor, comparese conhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/prow/guide/1625576610_g.htm, una parte de lo cual se
reproduce mas adelante:

Nombres alternativos para la CD36 (Determinante de grupo 36) incluyen CD36 [nombre de gen HUGO], GPlllb,
GPIV, antigeno OKM5, y PASIV.

La actividad bioquimica de la CD36 incluye:
Reconocimiento de la lipoproteina de baja densidad oxidada, acidos grasos de cadena larga, fosfolipidos aniénicos,
tipos de colageno I, IV y V, trombospondina (TSP) y eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum,

reconocimiento de neutréfilos apoptéticos en cooperacion con TSP y avb3.

La funcidon celular de la CD36 incluye: receptor scavenger para LDL oxidada y segmentos externos de
fotorreceptores desprendidos;

Reconocimiento y fagocitosis de células apoptéticas;

Molécula de adhesion celular en adhesion y agregacion de plaquetas, interaccion plaguetas-monocitos y
plaguetas-células tumorales;

Citoadherencia de eitrocitos infectados por Plasmodium falciparum;
Relevancia patolégica de la CD36 y funcién de la CD36 en un animal intacto:
Aterogénesis: union a la pared de los vasos, infiltracion y formacion de células espumosas macrofagas;

Malaria: La citoadherencia de las células infectadas a las células endoteliales microvasculares es un factor
importante en la virulencia de la malaria cerebral;

Inflamacién: Resolucion de la inflamacion por fagocitosis de PMN envejecidos;

Vision: la fagocitosis mediada por CD36 de los segmentos externos de los bastones se piensa que es critica
para la funcion visual normal:

Deficiencia de CD36: los individuos Naka-negativos no expresan la CD36 en sus plaquetas (variante tipo Il) o
en sus plaguetas y monocitos (variante tipo 1) (Yamamoto y col. 1994). Esto puede deberse
predominantemente a una mutaciéon por sustitucion Pro90 a Ser, pero hasta ahora no se han asociado
problemas fisiologicos a esta deficiencia.

Familias moleculares en las cuales la CD36 es un miembro:
CD36-->clase SR-B-->receptores scavenger de defensa del huésped-->superfamilia de receptores scavenger

Estructura molecular de la CD36:
471 residuos de aminoacidos;
Regién transmembrana (residuos 439-465) vy,

La regidon amino-terminal de 438 aminoacidos puede ser enteramente extracelular o puede tener una
segunda regién transmembrana potencial cerca del extremo amino terminal;

Cola citoplasmatica corta aa (residuos 466-471);
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Dentro de la region extracelular reside una region hidréfoba que probablemente se asocia con la membrana
celular externa (residuos 184-204).

Se informa que la masa molecular de la CD36 depende del tipo de célula tal como se muestra a continuacion:

Plaquetas 88 kDa/113 kDa

Eritrocitos fetales 78 kDa

Células epiteliales mamarias 85 kDa

Eritroleucémico 88 kDa, 85 kDa, 57 kDa8

HelLa 85 (160) kDa 85 kDa

Células endoteliales microvasculares dérmicas 80-90 kDa
En la modificacién postranscripcional de la CD36 se han identificado dos formas alternativas de CD36 mRNA. La
primera se expresa en células HEL y omite los residuos de aminoacidos 41-143- La segunda aun no ha sido
traducida pero en la cual se han omitido los ultimos 89 residuos.

Modificacién postraduccional de la CD36:

Se afirma que la CD36 esta fuertemente glicosilada, con 10 sitios de N-glicosilacién en la porcién extracelular.
Se ha sugerido que la glicosilacion confiere su resistencia a la division proteolitica;

Se ha demostrado que la treonina 92 esta fosforilada;
La CD36 también esta palmitoilada en ambas colas citoplasmaticas N-terminal y C-terminal.
Proteinas y elementos de ADN que regulan la transcripcion de la molécula de CD36:

Oct-2: El primer gen que se demuestra que es regulado por el factor de transcripcion Oct-2 durante la
diferenciacion de células B;

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

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

Los sustratos para la CD36 son desconocidos. Puede ser posible que la CD36 regule la autofosforilacion del residuo
Thr92. Las enzimas que modifican la CD36 son desconocidas. Puede ser posible que el Thr92 sea fosforilado por
treonina quinasa(s) extracelular(es).

La sefalizacion intracelular esta asociada probablemente con la fosforilacion de Fyn, Lyn y Yes, pero la manera por
la cual la cola citoplasmatica interactia con estas PTK se desconoce.

Principal expresion celular de la CD36:

La CD36 se expresa en plaquetas, monocitos maduros y macréfagos, células endoteliales microvasculares, células
endoteliales mamarias, durante las fases de desarrollo de células eritroides y en algunas células dendriticas
derivadas de macrdéfagos, células musculares y adipocitos.

Los eventos fisiolégicos regulados por la ligacion de la CD36 aun se desconocen en gran medida. Hasta el 50 % de
LDL oxidada se ingiere a través de la CD36, de este modo la CD36 parece ser un gran receptor scavenger. Sin
embargo, dada la ausencia aparente de estados patolégicos en sujetos con deficiencia de CD36, otros mecanismos
parecen ser capaces de compensar esta ausencia.
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Anticuerpos monoclonales especificos de la CD36 [NOMBRE (ID de taller) FUENTE o REFERENCIA]:
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
AmMAK-5 Kehrel, Muenster
CLB-IVC7 CLB, Amsterdam

Lyp 10.5 McGregor, Lyon

Lyp 13.10 McGregor, Lyon

El anticuerpo anti-CD36 utilizado en este documento puede ser un anticuerpo monoclonal tal como se describid
anteriormente, y es preferentemente un anticuerpo monoclonal aislado, obtenible mediante un procedimiento de
inmunizacién en el cual se utiiza CD36 humana purificada o recombinante como componente antigeno y el
anticuerpo es preferentemente especifico para diversas fracciones de la proteina CD36 que esta presente en el
plasma sanguineo humano en forma soluble, opcionalmente como parte de un complejo CD36-lipoproteina, tal como
CD36 o una fraccion de la misma unida a lipoproteina de baja densidad (LDL), IDL (lipoproteina de densidad
intermedia) o VLDL (lipoproteina de muy baja densidad) que puede estar presente en una fraccion de elevado peso
molecular del plasma libre de células. Que el plasma esta libre de células puede verificarse microscopicamente
después de la centrifugacion de la muestra de sangre a 3000G. Preparaciones de plasma adecuadas pueden ser
plasma procedente de sangre estabilizada con heparina, sangre estabilizada con citrato o estabilizada con EDTA.
Ejemplos de anticuerpos utiles en la invencion son sc5522 y sc9154 (ambos de Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, California, USA). Los anticuerpos utilizados en el ensayo ELISA para deteccion de CD36 circulante en
plasma son marcados preferentemente por facilidad de deteccion, siendo la marca preferentemente en forma de una
biotinilaciéon que resulta perfectamente conocida para un experto en la materia.

En el contexto de la presente invencion, se entiende que los “procedimientos inmunoldgicos” significan
procedimientos analiticos basados en inmunoquimica, en particular en una reacciéon antigeno-anticuerpo. Ejemplos
de procedimientos inmunolégicos incluyen inmunoensayos tales como radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayo
enzimatico (EIA, combinado con la técnica en fase soélida: ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)) o,
si no, ensayos de inmunofluorescencia. El inmunoensayo se lleva a cabo exponiendo la muestra que ha de ser
investigada a un anticuerpo de unién de CD36 y detectando y cuantificando la cantidad de CD36 unida a este
anticuerpo. En estos ensayos, la deteccion y cuantificacion se lleva a cabo directa o indirectamente de una manera
conocida. Asi, la deteccidon y cuantificacién de los complejos antigeno-anticuerpo se posibilita utilizando marcas
adecuadas que pueden ser transportadas por el anticuerpo dirigido contra la CD36 y/o por un anticuerpo secundario
dirigido contra el anticuerpo primario. Dependiendo del tipo de inmunoensayos anteriormente mencionados, las
marcas son, por ejemplo, marcas radioactivas, una marca quimioluminiscente, tintes fluorescentes o, si no, enzimas,
tales como fosfatasa o peroxidasa, que pueden ser detectadas y cuantificadas con la ayuda de un sustrato
adecuado.

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

Para llevar a cabo un procedimiento segun la invencién, una muestra adecuada, tal como una muestra liquida del

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2571929 T3

paciente, se aplica a la fase sdélida. La muestra es preferentemente una muestra de plasma donde la CD36 o una
fraccion de la misma esta presente en forma no unida o esta presente en una forma que podria unirse a su ligando
LDL. La suposicion en este documento de que sCD36 esta presente en el complejo con una fraccion de elevado
peso molecular en el plasma implica que se prefiere congelar y descongelar las muestras que han de ser probadas,
de modo que dicho complejo de elevado peso molecular (complejo lipido-proteina) posiblemente se degrada.

El inventor de la presente invencion ha demostrado que la CD36 o una fraccion reactiva inmunoldgica de la misma
esta presente en una muestra de plasma libre de células y puede ser detectada y cuantificada utilizando un ensayo
inmunoldgico sencillo y correlacionada con el riesgo de desarrollo o la presencia de diversos estados patolégicos
que se describe en este documento y especificamente en los ejemplos y reivindicaciones de mas adelante. Ademas,
el inventor ha demostrado que el nivel relativo medido de CD36 presente en una muestra de plasma esta
correlacionado linealmente con la glucosa plasmatica en ayunas HbA1c en pacientes con DM2 y existe una
correlacion lineal negativa con la GINF (velocidad de infusion de glucosa) durante un pinzamiento euglucémico-
hiperinsulinémico que implica una relacién inversa a la sensibilidad a la insulina. Ademas, el inventor ha demostrado
que la IL-6 circulante puede asociarse independientemente con sCD36 en sujetos, principalmente en sujetos
intolerantes a la glucosa. Este descubrimiento, junto con la asociacidon positiva de masa de grasa e IL-6 (r=0,20,
p=0,03), sugiere que la IL-6 derivada de la grasa podria conducir a resistencia a la insulina y mayor sCD36
concomitantemente, posiblemente como parte del proceso inflamatorio leve, que se cree que es un contribuyente
muy importante al desarrollo de resistencia a la insulina y aterosclerosis.

La sCD36 circulante fue asociada positivamente con la alanina transferasa sérica (r=0,40, p=0,002), aspartato
aminotransferasa (r=0,34, p=0,009) y GT (r=0,33, p=0,01) en sujetos intolerantes a la glucosa pero no en sujetos no
normotolerantes (r=-0,03, p=0,7, r=0,09, p=0,3, r=0,05, p=0,6, respectivamente), indicando que la sCD36 puede
servir como marcador de esteatohepatitis no alcohdlica.

Se descubre que la CD36 en plasma esta localizada en un complejo de elevado peso molecular que posiblemente
es LDL o IDL, los niveles de CD36 en plasma en pacientes con DM2 son 5 veces los niveles hallados en sujetos de
control delgados (sujetos sin DM2) y 1,5 veces los niveles hallados en sujetos de control sin DM2 obesos, y los
niveles de CD36 en plasma en parientes con DM2 no diabéticos obesos son 3 veces los niveles de CD36 de
controles de obesos, comparese la tabla 1 y la tabla 2. Basandose en estos descubrimientos el inventor ahora
presenta la hipotesis de que la CD36 circulante basada en la velocidad de degradacion de tejidos de expresion de
CD36 o de la propia CD36 puede proporcionar un diagnostico alternativo sumamente valioso y/o un marcador de
prediccion de afecciones con expresion alterada de la CD36, por ejemplo en macrofagos, tal como la aterosclerosis
y/o la formacion de células espumosas; en el endotelio microvascular, tal como la microangiopatia; en plaquetas,
tales como afecciones con aumento de activacion de plaquetas causado por dislipemia; o combinadas, tales como
aterotrombosis.; en trastornos mieloproliferativos, comparese con Salah-Uddin, H., Mol Cell Biochem 2002:239:203-
11 y Thibert, V., Br J Hematol 1995, 91:618-24. Por analogia con SR-BI en trastornos reproductivos. Ademas, los
datos experimentales sugieren que la sCD36 ademas de ser predictiva del desarrollo y la presencia de estados
patolégicos tales como aterosclerosis también puede servir como un marcador de actividad para estos estados
patolégicos, es decir, cuanto mas alta es la concentracion de sCD36 mas “activo” es el estado patoldgico. La
monitorizacion de CD36 puede ser de un valor diagndstico o predictivo como proteina sefalizadora de adipocitos, o
la degradacién de la CD36 en adipocitos como una sefal de adiposidad; como proteina sefializadora de células
musculares esqueléticas o cardiomiocitos, o la degradacion de la CD36 de estas células; como marcador de flujo de
acidos grasos libres entre fracciones de lipoproteina, tales como VLDL, LDL, y quilomicrones o entre fracciones de
lipoproteina y tejidos diana tales como el musculo esquelético o cardiaco; o basada en la velocidad de degradacion
de tejidos de expresion de CD36 o de la propia CD36; o como un marcador para complicaciones que resultan de la
malaria causada por P. falciparum, tales como oclusiones microvasculares.

Ademas se sugiere en este documento que la proteina CD36 circulante no unida a células o una fraccion o un
fragmento de la misma opcionalmente como parte de un complejo lipoproteico puede ser un diagndstico util o un
marcador predictivo para la aterosclerosis y/o aterotrombosis en pacientes que padecen sindrome metabdlico, por
ejemplo caracterizados por hipertension, resistencia a la insulina, diabetes tal como la DM2, y dislipemia, y
posiblemente también en pacientes que padecen esteatohepatitis no alcohdlica, tal como se caracteriza en la
esteatosis hepatica con leve afeccion hepatica y resistencia a la insulina. Mostrando ambas afecciones resistencia a
la insulina, mientras que el sindrome metabdlico esta asociado con un aumento del riesgo de aterosclerosis, y
siendo ésta una diagnosis relativamente nueva también podria estar asociada con complicaciones tardias tales
como la aterosclerosis y/o la aterotrombosis.

Aparentemente, aumentar el indice de masa corporal tiene el efecto de aumentar los niveles de CD36 circulante, y la
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diabetes tiene un efecto final creciente adicional. Esto puede deberse a la obesidad que tiene como resultado una
cierta resistencia a la insulina, niveles de insulina ligeramente elevados y niveles de glucosa normales. La diabetes
afiade un nivel de glucosa elevado, un aumento de la resistencia a la insulina e insulina.

Para los propdsitos de la presente invencion el término “CD36” utilizado en las frases, tal como “CD36 circulante”, o
“CD36 no unida a células”, y en las reivindicaciones, incluye la proteina CD36 o un fragmento de la misma que es
reconocida por un anticuerpo especifico contra la CD36, tal como sc5522, sc9154 y sc7309. Esto incluye la proteina
CD36 de longitud total, un polipéptido o un fragmento de péptido del mismo, asi como tal proteina o fragmento(s) de
la misma presentes en un complejo de fraccion del plasma de elevado peso molecular que comprende lipoproteina
del mismo, todos los cuales son preferentemente solubles (sCD36). Los términos CD36 circulante y CD36 soluble
(sCD36) pueden utilizarse como sinénimos en este documento. La CD36 circulante puede ser secretada de caveolas
o la cual es parte de una microparticula que comprende porciones de membrana procedentes de una membrana de
caveola que ha sido liberada de una membrana celular y esta presente en la circulacion sanguinea. Caveolas de
interés en este sentido pueden estar presentes en la membrana celular de células, tales como adipocitos y
trombocitos.
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EJEMPLOS

Analisis ELISA, reactivos utilizados y condiciones del ensayo

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

NaH,P0O4, 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 20

Preparacion de solucion de lisozima:

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

POD-avidina Dako P364: reactivo de color

Sustrato de peroxidasa micropocillos de TMB (1 componente)
Cat. N° 50-76-06, Kirkegard and Perry Laboratories. Duracion de almacenamiento 1 afio a 2-25°C 25

Acido fosférico, 1 mol/l

Solucién POD avidina:

Tampén POD 12 mi

Solucién de lisozima 120ul 30

POD-avidina 6l

Para ser preparada inmediatamente antes de usar.

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

Aparato

Enjuagadora de placas de microtitulacion automatica EIx50 (Biotek Instruments).

Se enjuaga una placa de microtitulacion 3 veces con 340 ul de tampon de enjuague por pocillo usando el programa
12. El dltimo enjuague se termina sin aspiracion de tampoén de enjuague, que primero es decantado inmediatamente
antes de la aplicacion de estandares (lote de plasma EDTA) y muestras (con posibles controles), e inmediatamente
antes de la adicién de reactivo 5.

Estandares

Sangre EDTA procedente de 100 sujetos procedente de muestreo de sangre rutinario se centrifuga a 3000 G
durante 10 min, la parte superior del plasma es extraida con pipeta y almacenada. El plasma almacenado se congela
el partes alicuotas de 350 pl. (Controles en forma de preparaciones de membrana plaquetaria).

El coeficiente de variacion intraensayo, que se estimo a partir de una serie de 76 determinaciones individuales de la

misma muestra, fue el 10 %, y el estimado a partir de determinaciones dobles del control alto en 15 dias diferentes
fue el 6 %. El coeficiente de variacion internensayo, estimado a partir de los controles en cada serie realizada, fue el
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16,4 %. Las series sblo se aceptaron cuando los controles estuvieron dentro del intervalo de +/- 1,96 x SD
(interensayo).

Procedimiento para ensayo Elisa

Se enjuaga una placa de microtitulacién en el EIx50. Se aplican estandares, controles, muestras y tampon de
dilucién en filas dobles, 100 ul/pocillo. Se anotan las posiciones de las aplicaciones. La placa de microtitulacion se
cubre con pelicula de plastico y se incuba durante 60 min en una mesa vibratoria.

La placa se enjuaga en el EIx50. Se afiadieron 100 ul de sc-9154 biotinilado por pocillo, se cubre con una pelicula
de plastico y se incuba durante 60 min en una mesa vibratoria. La placa se enjuaga en el EIx50..

Se afiaden 100 pl de solucién POD-avidina por pocillo. Se cubre con pelicula de plastico y se incuba durante
aproximadamente 30 min en una mesa vibratoria. La placa se enjuaga en el EIx50. En una campana extractora se
afiaden 100 ul de TMB por pocillo. Se cubre con pelicula de plastico, se incuba durante aproximadamente 10 min en
una mesa vibratoria. La reaccion se termina con 100 pl de acido fosférico por pocillo (en una campana extractora).
Se cubre con pelicula de plastico hasta la lectura.

Medicién

Se Iegp las extinciones a 450 nm y 620 nm en un aparato Multiscan antes de 60 min después de la terminacion de la
reaccion.

Calculo

Spline cubico con escala lineal en ambos ejes.

Tampon de dilucién Elisa: tampén fosfato 10 mmol/l con 0,145 mol/l de NaCl, pH 7,4

Estudio 1: Comparacién de niveles de CD36 en plasma en pacientes obesos con diabetes tipo 2, controles de no
diabéticos y controles de no diabéticos delgados equiparados por peso.

El propésito del estudio 1 fue comparar los niveles de CD36 en plasma procedente de pacientes obesos con
diabetes tipo 2 con controles de salud equiparados por edad y peso asi como sujetos de control sanos delgados.
Nuestra hipétesis inicial fue que la CD36 soluble estaria suprarregulada en la diabetes como consecuencia del
aumento de los niveles de glucosa con el resultado de niveles de expresion elevados en macrofagos. Los sujetos del
estudio fueron seleccionados cuidadosamente con el fin de equiparar por edad, sexo, y BMI en el caso de los
controles de obesos y pacientes con DM2. Las caracteristicas de la poblacion de estudio se dan a continuacion en
las tablas 1y 2.

TABLA 1. DM2 frente a controles de delgados y obesos
Control de delgados Control de obesos | DM2 obeso
Edad 50,8 +1,0 48,1+£1,5 499+1,5
Sexo (F/M) 5/5 5/6 6/4
BMI (kg/m) 242+0,5 340+1,4 33,5+1,1
Fp-glucosa 57+0,1 57+0,2 10,0+ 0,6
Mmol/l
HbA1c % 55+0,1 54+0,1 7505
TABLA 2. Parametros de lipidos en el estudio de DM2 frente a controles de delgados y obesos’
Control de delgados Control de obesos | DM2 obeso
Colesterol 5,3+0,2 53+04 54+04
mmol/|
Colesterol HDL | 1,85+ 0,15 1,54 £ 0,15 1,36 £ 0,03
Colesterol LDL | 2,9+0,2 32+0,3 33+£0,3
TG mmol/l 1,12+ 0,16 1,34 £ 0,18 1,93+0/4
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Las muestras de sangre que han de usarse para la determinacion de CD36 en plasma se obtuvieron en tubos de
muestreo de sangre estabilizada con EDTA de 8 ml, y se centrifugaron a 3000 G a 4 °C con el fin de obtener plasma.
El plasma fue congelado inmediatamente a -80 °C hasta el analisis. Las muestras de sangre se obtuvieron después
de un ayuno nocturno (muestras basales), y de nuevo después de 3 horas de infusion de insulina a una velocidad de
40 mU/m2/min junto con la infusién de glucosa a las velocidades necesarias para mantener la euglucemia (5 mmol/l
de glucosa). Se utilizd pinzamiento euglucémico para determinar la sensibilidad a la insulina expresada como la
velocidad de eliminacién de glucosa (mg/min/m2). Los resultados se dan en la fig. 9. Se analizaron muestras de
plasma para el contenido de CD36 de la siguiente manera: las muestras fueron descongeladas sobre hielo. Se uso
una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Como norma se aplicéd plasma almacenado en las siguientes diluciones:
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128 en determinaciones dobles. Como fondo se aplicé un tampoén de dilucion de
muestra PBA a 2-4 pocillos. Las muestras se aplicaron en determinaciones dobles diluidas 1:5. La “concentracion”
de CD36 se expresdé en unidades arbitrarias — en relacidon con el plasma almacenado estandar. El primer
experimento se usO para establecer la dilucion 6ptima para cada muestra (es decir, con una absorcion esperada
dentro de la parte lineal de la curva estandar). Después, se analizaron todas las muestras basales en una placa
ELISA. Los resultados se muestran en la fig. 4. Se realiz6é un analisis estadistico mediante una prueba bilateral en T.
La CD36 en plasma fue significativamente superior en obesos comparados con los controles y la CD36 en DM2 fue
significativamente superior tanto a los controles de obesos como de delgados. No hubo diferencia por sexo. La CD36
en plasma covaria con la glucosa en plasma en ayunas, HbA1c y de la manera mas consistente inversamente a la
sensibilidad a la insulina expresada como velocidades de eliminacion de glucosa o GINF, comparense la fig. 5, la fig.
6, la fig. 7 y la fig. 8, respectivamente. El analisis de covariacion se expres6 como coeficiente de Pearson. Las
muestras estimuladas con insulina fueron analizadas por pares con las muestras basales correspondientes en
determinaciones dobles, y los resultados se expresaron en relacion con el plasma almacenado estandar. No se
observo ningun efecto estadisticamente significativo de 4 horas de infusion de insulina en la CD36 en plasma.

Estudio 2: CD36 en plasma procedente de pacientes con DM 2 obesos, parientes jévenes obesos de pacientes con
DM2 y personas de control obesas. El proposito fue probar el hallazgo de CD36 elevada en pacientes con DM2 asi
como probar si las personas sanas con riesgo de desarrollar DM2 expresan algunos de los hallazgos de CD36 de
personas con DM2 manifiesta. Las caracteristicas de los grupos de estudio se muestran en la tabla 3 y 4 a
continuacion:

TABLA 3. Caracteristicas de los participantes en el estudio 2
Personas de control | Parientes con DM2 DM2
Edad (afios) 55+3 26+4 52 +1
Sexo (f/m) 2/11 1/4 4/17
BMI (kg/m?) 31+1 30%2 31+1
Fp-glucosa (mmol/l) | 6,0+0,1 | 6,1+0,4 | 11,4+£0,7
HbA1c (%) 7,3+0,3
TABLA 4. Caracteristicas de lipidos de los participantes en el estudio 2
DM2 Parientes Controles
Colesterol (mM) 5,6 +/-0,2 4.9 +/- 0,2* 6,1 +/-0,2
HDL (mM) 1,1 +/-0,1* 1,1 +/- 0,1 1,4 +/- 0,1
LDL (mM) 3,6 +/- 0,2* 2,8 +/- 0,3* 42 +/-0,2
Tg (mM) 2,3 +/-0,3* 2.4 +/-0,7* 1,2 +/- 0,1
FFA (mM) 0,65 +/- 0,05* | 0,45 +/- 0,06 | 0,40 +/- 0,03

Tabla 5. Datos antropométricos, y mediciones de laboratorio en sangre procedente de los participantes en el estudio
del estudio 2.

Sujetos de | Parientes de primer grado de pacientes | Pacientes diabéticos de
control diabéticos de tipo 2 tipo 2

Sexo 2/11 9/13 4/17

(mujer/hombre)

Edad (afios) 547 +27 306+14" 52,4+13°

BMI (kg/m%) 31,0+1,2 30,4+0,8 30,5+0,9

Glucosa en plasma 11,4+ 3,3
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(mmol/l)*

HbA1c (%) 73+15
Glucosa en plasma | 6,0 £0,1 59+0,1 58+0,2
(mmol/l)

Insulina sérica | 49,6 + 8,8 73,1+6,8 161,8+ 16,4 *“
(pmol/l)

Acidos grasos libres | 0,40 + 0,03 0,46 + 0,04 0,27 £0,04 %
(mmol/l)

Triglicérido (mmol/l) | 1,2 +0,1 1,8+02° 19+02"

Los valores son promedios + SE. *La glucosa en plasma en ayunas y el HbA1c se midieron un dia antes del
pinzamiento euglucémico-hiperinsulinémico en los sujetos diabéticos de tipo 2. Se midieron otras variables en el
estado basal durante los estudios de pinzamiento. Ap< 0,01y Bp< 0,05 frente a controles de obesos. Cp< 0,01
frente a parientes de primer grado.

Las muestras de control basal de pacientes con DM2 se obtuvieron 1-2 dias antes del estudio. Los pacientes con
DM2 fueron admitidos en el hospital la noche anterior, y la glucosa en plasma fue normalizada por la noche mediante
insulina. Se midié la CD36 tal como se describe en el estudio 1 en muestras basales en ayunas. La CD36 se elevo
significativamente en los pacientes con DM2 comparados con los parientes y los controles equiparados por peso,
comparese con la fig. 10. La CD36 en plasma se correlaciond con la velocidad de infusién de glucosa durante un
pinzamiento euglucémico-hiperinsulinémico de 3 horas realizado tal como se describe en el estudio 1, comparese
con la fig. 11.

Estudio 3

Existe una evidencia creciente de que la inflamacion sistémica y la resistencia a la insulina constituyen sucesos
interrelacionados que contribuyen a la aterosclerosis. Hemos estudiado el efecto de la asociacion entre los niveles
de interleuquina-6 (IL-6) circulante, uno de los principales mediadores de la inflamacion, y la resistencia a la insulina
en la sCD36.

Nos propusimos estudiar esta relacion en 147 hombres aparentemente sanos, 90 sujetos normotolerantes y 57
intolerantes a la glucosa.

Cuando todos los sujetos se consideraron en conjunto, la concentracion de sCD36 circulante se asocio
significativamente con la masa libre de grasa, la hemoglobina glicosilada, los triglicéridos en plasma, numero de
plaquetas, interleuquina-6 en plasma y con la efectividad de la glucosa (p entre 0,04 y 0,001). Sin embargo, la
asociacion con la masa libre de grasa, los triglicéridos, el nimero de plaquetas y la interleuquina-6 se observo
principalmente en sujetos con intolerancia a la glucosa pero no en sujetos normotolerantes.

La sCD36 circulante se asocié negativamente con la glucosa en ayunas y positivamente con la efectividad de la
glucosa en sujetos normotolerantes. En sujetos con intolerancia a la glucosa, la sCD36 se asocio positivamente con
la glucosa en ayunas y negativamente con la sensibilidad a la insulina.

En un analisis de regresion lineal multiple para predecir la sCD36 circulante, en todos los sujetos considerados en
conjunto, la IL-6 (p=0,033) y la masa libre de grasa (p=0,035) contribuyeron independientemente al 5 % y el 5 %,
respectivamente, de la varianza de sCD36, después de ajustar por edad, glucosa en ayunas, triglicéridos en plasma,
recuento de plaquetas y sensibilidad a la insulina.

Entre los sujetos con intolerancia a la glucosa, la IL-6 (p=0,0035) y la masa de grasa (p=0,025) se asociaron
independientemente con la concentracion de sCD36 en plasma, contribuyendo al 12 % y el 9 %, respectivamente, de
la varianza de sCD36 después de ajustar por las mismas variables.

Asi, la IL-6 circulante se asoci6é independientemente con la sCD36 en todos los sujetos, principalmente en sujetos
intolerantes a la glucosa. Este hallazgo, junto con la asociacion positiva de la masa de grasa y la IL-6 (r=0,20,
p=0,03), sugiere que la IL-6 derivada de la grasa podria conducir a resistencia a la insulina y un aumento de sCD36
concomitantemente, posiblemente como parte del proceso inflamatorio leve, que se cree que es un contribuyente
muy importante al desarrollo de resistencia a la insulina y aterosclerosis.

La sCD36 circulante se asoci6é positivamente con la alanina transferasa sérica (r=0,40, p=0,002), la aspartato
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aminotransferasa (r=0,34, p=0,009) y la GT (r=0,33, p=0,01) en sujetos intolerantes a la glucosa pero no en sujetos
normotolerantes (r=-0,03, p=0,7, r=0,09, p=0,3, r=0,05, p=0,6, respectivamente), indicando que la sCD36 podria
servir como marcador de esteatohepatitis no alcohdlica.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para determinar la cantidad de proteina CD36 circulante o una fraccién de la misma
que esta presente en una fraccion de plasma de elevado peso molecular libre de células, utilizando un procedimiento
inmunoldgico que comprende las etapas de:
(i) proporcionar una muestra de plasma que ha de ser investigada,
(i) degradar complejos de elevado peso molecular en dicha muestra de plasma,
(iii) proporcionar un anticuerpo anti-CD36,
(iv) exponer la muestra que ha de ser investigada al anticuerpo, y

(v) detectar y cuantificar la cantidad del anticuerpo que se une a CD36.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, donde dichos complejos de elevado peso molecular son
degradados por congelacion y descongelacion.

3. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde dicha muestra es
puesta en contacto con dicho anticuerpo unido a una fase sélida.

4, El procedimiento de la reivindicacion 3, donde la fase sélida es una placa de microtitulacién.
5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 4, donde dicha cantidad de CD36 circulante
o fraccion de la misma esta presente en una fraccion de lipoproteina seleccionada de una lipoproteina de baja

densidad, una lipoproteina de densidad intermedia, y una lipoproteina de muy baja densidad.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 4, donde dicha cantidad de CD36 circulante
o fraccién de la misma esta presente en microparticulas.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde dicho anticuerpo anti-CD36 se
selecciona del grupo constituido por anticuerpos monoclonales y policlonales especificos de la CD36.
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Curva de dilucion de plasma ELISA de CD36
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CD36 en fracciones de FPLC de plasma humano
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CD36 en plasma — basal

Control Obesos DM2

Fig. 4

Fp-glucosa frente a CD36

0.00 e : e . o e el w

0,000 0,200 0400 0,600 0800 1000 1,200 1,400
CD36

Fig. 5

19



ES 2571929 T3

Fp-glucosa frente a CD36
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