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DESCRIPCION
Uso de CD36 para identificar sujetos con cancer para tratamiento con un péptido Psap
Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la fecha de presentacién de la solicitud provisional de los Estados Unidos
No. 61/782.850, presentada el 14 de marzo de 2013.

Investigacion o desarrollo patrocinado federalmente

Esta invencidén se realizd con el apoyo del gobierno de los Estados Unidos bajo el nimero de concesién
RO1CA135417 otorgado por el Instituto Nacional del Cancer. El gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos
derechos sobre la invencion.

Antecedentes de la invencién

El cancer sigue siendo una de las principales prioridades de salud publica. Por ejemplo, se estima que se
produjeron 7,6 millones de muertes por cancer en 2008. Los tratamientos para el cancer mejoran
constantemente a medida que avanza la tecnologia y la ciencia. Desafortunadamente, se ha hecho evidente
que muchas terapias contra el cancer son eficaces solo en subconjuntos de pacientes con cancer, incluso en
subconjuntos de pacientes que tienen el mismo tipo de cancer. Como resultado, es cada vez mas importante
encontrar formas de identificar a los pacientes que probablemente respondan al tratamiento.

Resumen de la invencién

En un aspecto, la invencién proporciona un método para evaluar la respuesta de un sujeto al tratamiento con
un péptido Psap, comprendiendo el método: determinar un nivel de CD36 en una muestra obtenida de un sujeto
que tiene cancer, en el que un nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con un nivel de control
indica que el sujeto responde o es probable que responda al tratamiento con un péptido Psap, en el que el
péptido Psap consiste en la secuencia de aminoacidos DWLPK (SEQ ID NO: 2) o una variante de sustitucién
de aminoacidos de la misma, en el que la sustitucién de aminoacidos es:

a) Tirosina (YY) por Triptéfano (W),

b) una sustitucién de aminoécidos por Leucina (L) seleccionada entre Valina (V) o Alanina (A), 0 un aminoacido
no canénico de tamafo similar, o un derivado de los mismos;

¢) Arginina (R) por Lisina (K);

d) un isémero D de acido aspartico (D) por un isémero L de &cido aspartico (D) y/o un isémero D de leucina (L)
por un isbmero L de leucina (L),

e) un isdmero D de triptéfano (W) por un isémero L de triptdfano (W) y/o un isémero D de prolina (P) por un
isémero L de prolina (P); o combinaciones de los mismos.

En una realizacion, el nivel de CD36 en la muestra se determina realizando un ensayo. En una realizacién, el
método comprende ademas:

identificar al sujeto con un nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con el nivel de control como
sensible o con probabilidad de ser sensible al tratamiento con un péptido Psap. En una realizacién, el nivel de
control es un nivel de CD36 de una célula o tejido no canceroso obtenido del sujeto que tiene el cancer; en el
que el nivel de control es un nivel de CD36 en una célula o tejido obtenido de un sujeto sano o una poblacién
de sujetos sanos; o en el que el nivel de control es un nivel predeterminado.

En una realizacién, el nivel de CD36 es un nivel de proteina CD36.

En una realizacion, el cancer es cancer de prostata, cdncer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén,
leucemia, cancer de pancreas, glioblastoma multiforme, astrocitoma o melanoma.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicién para uso en el tratamiento de un sujeto con cancer
caracterizado por un nivel elevado de CD36 en una muestra en comparacién con un nivel de control,
comprendiendo la composicidén un péptido Psap, en el que el péptido Psap consiste en la secuencia de
aminoacidos DWLPK (SEQ ID NO: 2) o una variante de sustitucién de aminoéacidos de la misma, en el que la
sustituciéon de aminoacidos es:

a) Tirosina (YY) por Triptéfano (W),

b) una sustitucién de aminoécidos por Leucina (L) seleccionada entre Valina (V) o Alanina (A), 0 un aminoacido
no canénico de tamafo similar, o un derivado de los mismos;
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¢) Arginina (R) por Lisina (K);

d) un isémero D de Acido Aspartico (D) por un isémero L de Acido Aspértico (D) y/o un isémero D de Leucina
(L) por un isdmero L de Leucina (L);

e) un isbmero D de Triptéfano (W) por un isémero L de Triptéfano (W) y/o un isémero D de Prolina (P) por un
isémero L de Prolina (P); o combinaciones de los mismos.

En una realizacién, el nivel de control es un nivel de CD36 de una célula o tejido no canceroso obtenido del
sujeto que tiene cancer; en el que el nivel de control es un nivel de CD36 en una célula o tejido obtenido de un
sujeto sano o una poblacién de sujetos sanos; o en el que el nivel de control es un nivel predeterminado.

En una realizacién, el nivel de CD36 es un nivel de proteina CD36.

En una realizacion, el cancer es cancer de prostata, cdncer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén,
leucemia, cancer de pancreas, glioblastoma multiforme, astrocitoma o melanoma.

En una realizacién, el péptido Psap es un péptido ciclico.

En una realizacién, el aminoacido no canénico de tamafio similar es metilvalina, metil-leucina o sarcosina.
En una realizacion, la muestra es una muestra de tumor.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1A es un grafico que muestra la proliferacién de células LLC 48 horas después de cantidades
adicionales diluidas en serie de péptido Tsp-1 0 DWLPK recombinante (SEQ ID NO: 2).

La Figura 1B es una fotografia de una transferencia de Western que muestra que la proteina CD36 se expresa
en células LLC.

La Figura 2 es una fotografia de una transferencia western que muestra que la proteina CD36 se expresa en
lineas celulares de cancer de mama (MDA-231, MCF-7), cancer de ovario (ID8), melanoma (B16), cancer de
prostata (PC3 y LNCaP) y cancer de pulmén (LLC).

La Figura 3 es una fotografia de una transferencia Western que muestra que la proteina CD36 se expresa en
células de cancer de ovario primario derivadas de ascitis de pacientes.

La Figura 4 es una fotografia de una transferencia Western que muestra que la proteina CD36 se expresa en
células de pancreas (AsPC1), ovario (DF-14 e ID-8), mama (MDA-MB231 y LM2), préstata (PC3, PC3-M-LN4,
LN-CAP y LN-CAP-LN3), melanoma (B16-B16) y cancer de pulmén (LLC). Los ejemplos de lineas de células
que expresan alto y bajo CD36 se muestran en cajones.

La Figura 5 es un gréafico que muestra que el péptido dWIP (SEQ ID NO: 47) provocé la regresion del cancer
en un modelo de cancer que expresa altos niveles de CD36.

La Figura 6 es un grafico que muestra que las células de cancer de ovario que expresan CD36 son sensibles
a la destruccidn de células mediada por Tsp-1.

La Figura 7 es un grafico que muestra la masa del tumor primario de ratones inyectados con células de céncer
de pancreas AsPC que expresan altos niveles de CD36 y luego tratados con péptido dWIP o control (SEQ ID
NO: 47). La masa tumoral primaria se inhibié6 mediante tratamiento con péptidos.

La Figura 8 es un grafico que muestra que el tratamiento de ratones con tumores de melanoma B 16-B16 (que
expresan niveles bajos de CD36) con péptido dWIP (SEQ ID NO: 47) inhibié el crecimiento tumoral pero no
causé regresion del tumor.

Descripcidn detallada de la invencién

Los péptidos Psap son péptidos terapéuticos que contienen secuencias de aminoacidos que se derivaron
originalmente de fragmentos de saposina A, una proteina antiangiogénica conocida. Los péptidos Psap
generalmente comprenden una secuencia central de CDWLPK (SEQ ID NO: 1), DWLPK (SEQ ID NO: 2) o
DWLP (SEQ ID NO: 3) o una variante de sustitucién de aminoécidos de los mismos y pueden tener una longitud
de tan solo 4 aminoacidos (por ejemplo, un péptido que consta de DWLP (SEQ ID NO: 3) o una variante de
sustitucién de aminoéacidos). Se ha demostrado previamente que dichos péptidos Psap son eficaces para tratar
multiples tipos de cénceres (véanse, por ejemplo, las publicaciones PCT W02009002931 y WO/2011/084685;
la solicitud PCT, PCT/US2012/71424, publicada como la publicacién PCT WO/2013/096868, y las solicitudes
de Patente de Estados Unidos 12/640.788 y 13/516.511). Anteriormente se pensaba que la administracién de
un péptido Psap estimulaba la trombospondina (Tsp-1) in vivo, que a su vez actuaba sobre las células
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endoteliales provocando un efecto antiangiogénico que daba como resultado la inhibicién indirecta del cancer
y/o el crecimiento metastésico.

Como se describe en el presente documento, se ha descubierto que las células tumorales de varios tipos
diferentes de canceres que responden a péptidos Psap expresan CD36. CD36 es un miembro de la familia de
receptores depuradores de clase B de proteinas de la superficie celular y tiene muchos ligandos que incluyen
lipoproteinas oxidadas de baja densidad, fosfolipidos oxidados, 4cidos grasos de cadena larga, colageno y
Tsp-1. Sin desear estar ligado a ninguna teoria 0 mecanismo, se cree que la administracién del péptido Psap
estimula Tsp-1, que luego actla directamente sobre las células tumorales interactuando con CD36 sobre las
células tumorales. La interaccién entre Tsp-1 y CD36 en las células tumorales puede dar como resultado la
inhibicién de la proliferacién de células tumorales y/o la induccidn de la apoptosis de las células tumorales. Por
tanto, los péptidos Psap parecen tratar el cancer a través de dos mecanismos independientes diferentes,
indirectamente a través de un efecto antiangiogénico y directamente por la interacciéon de Tsp-1 con CD36 en
las células tumorales. Por tanto, la capacidad de respuesta de un sujeto con cancer al tratamiento con un
péptido Psap puede depender del nivel de CD36 expresado por el cancer.

Por consiguiente, los aspectos de la divulgacién se refieren a métodos para evaluar la capacidad de respuesta
de un sujeto al tratamiento con un péptido Psap determinando un nivel de CD36 en una muestra, tal como una
muestra de tumor. En algunas realizaciones, los métodos descritos en este documento se refieren a la
identificacién o seleccién de un sujeto para el tratamiento con un péptido Psap basado en un nivel de CD36 en
una muestra, tal como una muestra de tumor. Otros aspectos de la divulgacion se refieren a composiciones y
métodos para el tratamiento de un sujeto con cancer caracterizado por un nivel elevado de CD36 (por ejemplo,
seleccionado o identificado sobre la base de que el cancer tiene un nivel elevado de CD36 en una muestra en
comparacién con un nivel de control).

Como se usa en este documento, "sensible al tratamiento con un péptido Psap" incluye, pero no se limita a,
prevencién o reduccion del desarrollo de un cancer, reduccién de los sintomas del cdncer, supresién o inhibicién
del crecimiento de un cancer, prevencion de metéstasis y/o invasién de un cancer existente, promocién o
induccién de la regresién del cancer, inhibicidn o supresion de la proliferaciéon de células cancerosas, reduccién
de la angiogénesis y/o aumento de la cantidad de células cancerosas apoptéticas en respuesta a tratamiento
con un péptido Psap.

Como se usa en este documento, "no responde al tratamiento con un péptido Psap" incluye, pero no se limita
a, una ausencia de prevencién o reduccién del desarrollo de un cancer, una ausencia de reduccién de los
sintomas del cancer, una ausencia de supresién o inhibicién del crecimiento de un cancer, ausencia de
prevencién de metéastasis y/o invasién de un céncer existente, una ausencia de promocién o induccién de la
regresion del cancer, una ausencia de inhibicién o supresién de la proliferacién de células cancerosas, una
ausencia de reduccién de la angiogénesis y/o una disminucién en la cantidad de células cancerosas apoptéticas
en respuesta al tratamiento con un péptido Psap.

Métodos diagnésticos y teranésticos

Los aspectos de la divulgacién se refieren a métodos de diagndstico y teranédsticos Utiles para evaluar la
capacidad de respuesta de un sujeto al tratamiento con un péptido Psap. En algunas realizaciones, el método
comprende determinar un nivel de CD36 en una muestra obtenida de un sujeto que tiene cancer, en el que un
nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con un nivel de control indica que el sujeto responde o
es probable que responda al tratamiento con un péptido Psap (es decir, si el nivel de CD36 en la muestra es
elevado en comparacién con un nivel de control, el sujeto se identifica como sensible o susceptible de responder
al tratamiento con un péptido Psap). En algunas realizaciones, el método comprende ademés identificar al
sujeto con un nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con el nivel de control como sensible o
probable que responda al tratamiento con un péptido Psap. En algunas realizaciones, el método comprende
ademas administrar al sujeto identificado como sensible o probable que responda al tratamiento con un péptido
Psap con una cantidad eficaz de un péptido Psap descrito en el presente documento para tratar el cancer. En
algunas realizaciones, la muestra obtenida de un sujeto que tiene cancer es una muestra de tumor.

En algunas realizaciones, un nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con un nivel de control
indica que el cancer retrocedera o es probable que retroceda en respuesta al tratamiento con un péptido Psap.
En algunas realizaciones, el método comprende ademas identificar al sujeto con un nivel elevado de CD36 en
la muestra en comparaciéon con el nivel de control que tiene un cancer que retrocedera o es probable que
retroceda en respuesta al tratamiento con un péptido Psap. En algunas realizaciones, el método comprende
ademas administrar al sujeto identificado por tener un cancer que retrocedera o es probable que retroceda en
respuesta al tratamiento con un péptido Psap, una cantidad eficaz de un péptido Psap descrito en el presente
documento para provocar la regresién del cancer.

Como se usa en este documento, "un nivel elevado de CD36" significa que el nivel de CD36 esta por encima
de un nivel de control, tal como un umbral predeterminado o un nivel de CD36 en una muestra de control. Los
niveles de control se describen en detalle en este documento. Un nivel elevado de CD36 incluye un nivel de
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CD36 que esta, por ejemplo, 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 150%, 200%,
300%, 400%, 500% o més por encima de un nivel de control. Un nivel elevado de CD36 también incluye
aumentar un fenémeno desde un estado cero (por ejemplo, expresién de CD36 inexistente o indetectable en
un control) a un estado distinto de cero (por ejemplo, alguna expresién de CD36 o expresién de CD36
detectable en una muestra).

Como se usa en este documento, "tratamiento con un péptido Psap" pretende comprender la administracién
de un péptido Psap a un sujeto. Los péptidos Psap se describen en el presente documento. Debe entenderse
que el tratamiento con un péptido Psap puede incluir el tratamiento con solo un péptido Psap o puede incluir el
tratamiento con multiples agentes o terapias, tal como un péptido Psap y otro agente quimioterapéutico y/u otra
forma de terapia tal como cirugia, radioterapia o quimioterapia.

Tratamiento

Otros aspectos de la divulgacion se refieren a composiciones que comprenden una cantidad eficaz de un
péptido Psap descrito en este documento para uso en el tratamiento de un sujeto con cancer caracterizado por
un nivel elevado de CD36 en una muestra obtenida del sujeto en comparacién con un nivel de control. En
algunas realizaciones, se proporciona una cantidad eficaz de un péptido Psap para uso en el tratamiento de un
sujeto con cancer, en el que el sujeto tiene un nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con el
nivel de control.

Otros aspectos de la divulgacién se refieren a composiciones y usos de composiciones en la fabricaciéon de un
medicamento para tratar a un sujeto con cancer caracterizado por un nivel elevado de CD36 en una muestra.
En algunas realizaciones, la composicién comprende un péptido Psap como se describe en el presente
documento. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de tumor.

Como se usa en este documento, "tratar" o "tratamiento" incluye, pero no se limita a, prevenir o reducir el
desarrollo de un céncer, reducir los sintomas del cancer, suprimir o inhibir el crecimiento de un cancer, prevenir
la metastasis y/o invasiéon de un cancer existente, promoviendo o induciendo la regresién del cancer, inhibiendo
o suprimiendo la proliferacién de células cancerosas, reduciendo la angiogénesis y/o aumentando la cantidad
de células cancerosas apoptdticas. En algunas realizaciones, el tratamiento del cancer es una inhibicién o
supresion directa de la proliferacién de células cancerosas y no implica una inhibicién o supresién de la
angiogénesis (que indirectamente conduce a la inhibicibn o supresién de la proliferacién de células
cancerosas).

Una cantidad eficaz es una dosis del péptido Psap suficiente para proporcionar un resultado médicamente
deseable, tal como el tratamiento del cancer. La cantidad eficaz variara con el cancer particular que se esté
tratando, la edad y la condicién fisica del sujeto que se esté tratando, la gravedad de la afeccién, la duracién
del tratamiento, la naturaleza de cualquier terapia concurrente, la via especifica de administracién y factores
similares dentro del conocimiento y la experiencia del médico. Para la administracién a un sujeto tal como un
ser humano, se puede emplear tipicamente una dosis de aproximadamente 0,001, 0,01, 0,1 o 1 mg/kg hasta
50, 100, 150 o0 500 mg/kg o0 mas.

Los péptidos Psap y sus composiciones se pueden formular para una variedad de modos de administracién,
incluida la administracién sistémica, tépica o localizada. Las técnicas y formulaciones generalmente se pueden
encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania, tltima edicién.
Cuando se administra, se puede aplicar un péptido Psap en cantidades farmacéuticamente aceptables y en
composiciones farmacéuticamente aceptables. Tales preparaciones pueden contener de forma rutinaria sal,
agentes tamponantes, conservantes, vehiculos compatibles y, opcionalmente, otros agentes terapéuticos.
Cuando se usan en medicina, las sales deben ser farmacéuticamente aceptables, pero las sales no
farmacéuticamente aceptables pueden usarse convenientemente para preparar sales farmacéuticamente
aceptables de las mismas y no estan excluidas del alcance de la divulgacion. Tales sales farmacolégica y
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, las preparadas a partir de los siguientes acidos:
clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, citrico, férmico, maldnico,
succinico y similares. Ademas, se pueden preparar sales farmacéuticamente aceptables como sales de metales
alcalinos o alcalinotérreos, tales como sales de sodio, potasio o calcio.

Un péptido Psap se puede combinar, opcionalmente, con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El término
"vehiculo farmacéuticamente aceptable" como se usa en este documento significa una o mas rellenos sélidos
o liquidos compatibles, diluyentes o sustancias encapsulantes que son adecuadas para la administraciéon a un
ser humano. El término "vehiculo" denota un ingrediente organico o inorgéanico, natural o sintético, con el que
se combina el ingrediente activo para facilitar la aplicacién. Los componentes de las composiciones
farmacéuticas también pueden mezclarse con las moléculas de la presente divulgacién, y entre si, de manera
que no haya interaccidén que perjudique sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada. Algunos ejemplos
de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales
como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata; (3) celulosa
y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina
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y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) agentes lubricantes, tales como
estearato de magnesio, lauril sulfato de sodio y talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras
para supositorios; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo,
aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11)
polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol (PEG); (12) ésteres, tales como oleato de etilo
y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tamponantes, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de
aluminio; (15) acido alginico; (16) agua libre de pirégenos; (17) solucién salina isoténica; (18) soluciéon de
Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones tamponadas de pH; (21) poliésteres, policarbonatos y/o
polianhidridos; (22) agentes de carga, tales como polipéptidos y aminoacidos (23) componente de suero, tal
como albumina de suero, HDL y LDL; (22) alcoholes C2-C12, tales como etanol; y (23) otras sustancias
compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas. También pueden estar presentes en la
formulacién agentes humectantes, agentes colorantes, agentes de liberacién, agentes de recubrimiento,
agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes perfumantes, conservantes y antioxidantes.

Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar convenientemente en forma de dosificacién unitaria y
se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. El término
"dosis unitaria" cuando se usa en referencia a una composiciéon farmacéutica de la presente divulgacién se
refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitaria para el sujeto, cada unidad contiene
una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacion con el diluyente requerido; es decir, portador o vehiculo.

Estan disponibles una variedad de vias de administracion. El modo particular seleccionado dependera del tipo
de cancer que se esté tratando y la dosis requerida para la eficacia terapéutica. Los métodos de la divulgacion,
en términos generales, se pueden practicar usando cualquier modo de administracién que sea médicamente
aceptable, es decir, cualquier modo que produzca niveles eficaces de los compuestos activos sin causar efectos
adversos clinicamente inaceptables. Dichos modos de administraciéon incluyen las vias oral, rectal, topica,
nasal, interdérmica o parenteral. El término "parenteral" incluye subcutédnea, intravenosa, intramuscular o
infusién.

En algunas realizaciones, la administracién es parenteral. Las preparaciones inyectables adecuadas para
administracién parenteral incluyen, por ejemplo, suspensiones acuosas U oleaginosas inyectables estériles y
se pueden formular de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes y agentes
de suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién, suspensién o
emulsién inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, tal
como una solucién en 1,3 propanodiol o 1,3 butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que
pueden emplearse estan el agua, la solucién de Ringer, U.S.P. y solucién isoténica de cloruro de sodio.
Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como disolvente 0 medio de suspension.
Para este propésito, se puede emplear cualquier aceite fijo suave incluyendo mono o diglicéridos sintéticos.
Ademas, los acidos grasos como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de inyectables. Las
formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de
retencién de bacterias o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que
se pueden disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Para la administracién tépica, la composicién farmacéutica se puede formular en pomadas, unglentos, geles
0 cremas, como se conoce generalmente en la técnica. La administracién tépica puede utilizar sistemas de
administracién transdérmica bien conocidos en la técnica. Un ejemplo es un parche dérmico. Alternativamente,
se puede utilizar el método de administraciéon biolistico de pistola de genes. La pistola de genes es un
dispositivo para inyectar informacién genética a las células, originalmente disefiado para la transformacién de
plantas. La carga util es una particula elemental de un metal pesado recubierta con ADN plasmidico. Esta
técnica a menudo se denomina simplemente biolistica. Otro instrumento que utiliza tecnologia biolistica es el
sistema de suministro de particulas de PDS-1000/He. La composicién descrita en el presente documento se
puede recubrir sobre particulas de oro diminutas, y estas particulas recubiertas se "inyectan" en tejidos
biolégicos tales como hemangiomas y melanoma a alta presién. Loehr B. I. et al., J. Virol., 2000, 74: 6077-86,
describe un ejemplo de método basado en pistola de genes para la vacunacién de ganado con base en ADN.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento también se administran adecuadamente
por vias intratumoral, peritumoral, intralesional o perilesional, para ejercer efectos locales asi como sistémicos.
Se espera que la via intraperitoneal sea particularmente Util, por ejemplo, en el tratamiento de tumores de
ovario. Para estos usos, se pueden requerir preferentemente preparaciones farmacéuticas convencionales
adicionales tales como tabletas, granulos, polvos, capsulas y aerosoles. En tales formulaciones también se
pueden requerir aditivos convencionales adicionales tales como agentes aglutinantes, agentes humectantes,
propelentes, lubricantes y estabilizadores.

Las composiciones adecuadas para la administracion oral se pueden presentar como unidades discretas, tales
como cépsulas, tabletas, pastillas, cada una de las cuales contiene una cantidad predeterminada del agente
antiinflamatorio. Otras composiciones incluyen suspensiones en liquidos acuosos o liquidos no acuosos tales
como un jarabe, elixir o una emulsién.
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Otros sistemas de administracién pueden incluir sistemas de administracién de liberacién prolongada,
liberacion retardada o liberacién sostenida. Dichos sistemas pueden evitar administraciones repetidas del
agente antiinflamatorio, aumentando la comodidad para el sujeto y el médico. Muchos tipos de sistemas de
administracién estan disponibles y son conocidos por los expertos en la técnica. Incluyen sistemas de base
polimérica tales como poli(lactida-glicélido), copolioxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas, poliortoésteres,
acido polihidroxibutirico y polianhidridos. Las microcapsulas de los polimeros anteriores que contienen
farmacos se describen, por ejemplo, en la patente de los Estados Unidos No. 5.075.109. Los sistemas de
suministro también incluyen sistemas no poliméricos que son: lipidos que incluyen esteroles tales como
colesterol, ésteres de colesterol y acidos grasos o grasas neutras tales como mono, diy triglicéridos; sistemas
de liberacion de hidrogel; sistemas silasticos; sistemas basados en péptidos; recubrimientos de cera; tabletas
comprimidas que utilizan aglutinantes y excipientes convencionales; implantes parcialmente fusionados; y
similares. Los ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a: (a) sistemas de erosién en los que el agente
antiinflamatorio esté contenido en una forma dentro de una matriz tal como los descritos en las patentes de los
Estados Unidos Nos. 4.452.775, 4.667.014, 4.748.034 y 5.239.660 y (b) sistemas de difusién en los que un
componente activo penetra a una velocidad controlada desde un polimero tal como se describe en las patentes
de los Estados Unidos Nos 3.832.253 y 3.854.480. Ademas, se pueden utilizar sistemas de suministro basados
en bombas, algunos de los cuales estan adaptados para la implantacién.

El uso de un implante de liberacién sostenida a largo plazo puede ser particularmente adecuado para el
tratamiento de afecciones crénicas. Liberacién a largo plazo, como se usa en este documento, significa que el
implante esté construido y dispuesto para administrar niveles terapéuticos del ingrediente activo durante al
menos 30 dias, y preferiblemente 60 dias. Los implantes de liberacién sostenida a largo plazo son bien
conocidos por los expertos en la técnica e incluyen algunos de los sistemas de liberacion descritos
anteriormente.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas utilizadas para la administracién terapéutica deben
ser estériles. La esterilidad se logra facilmente mediante filtracién a través de membranas de filtracion estériles
(por ejemplo, membranas de 0,2 micrones). Alternativamente, se pueden usar conservantes para prevenir el
crecimiento o la acciéon de microorganismos. Se conocen bien varios conservantes e incluyen, por ejemplo,
fenol y acido ascérbico. Los ingredientes activos y/o las composiciones farmacéuticas normalmente se
almacenaran en forma liofilizada o como una solucidén acuosa si es muy estable a la desnaturalizacién térmica
y oxidativa. El pH de las preparaciones sera tipicamente de aproximadamente 6 a 8, aunque también pueden
ser apropiados valores de pH més altos 0 mas bajos en ciertos casos.

En algunas realizaciones, la administracién de un péptido Psap puede combinarse con otra terapia, tal como
quimioterapia, radiacién y/o cirugia.

CD36

CD36 (Grupo de diferenciacidén 36) es una proteina de membrana integral que se encuentra en la superficie de
muchos tipos de células en animales vertebrados y también se conoce como FAT, GP4, GP3B, GPIV, CHDS?,
PASIV, SCARB3 y BDPLT10. La identificacién del Entrez Gene para CD36 humano es 948. A continuacion se
muestran los ejemplos de transcriptos y proteinas de CD36 humano:

Variante 1 del transcripto de CD36
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CTTTCAATTCCTICIGGCAACAAACCACACACTGGGATCTGACACTGTAGAGTGCTTTCICTTCTCTTITT
TTTGGGGGGGGECACCGEETETGCTIGCATATTITARACTCTICACGCATTTATGTACTGAGGACTGCACTG
TAGGACTTTCCTCGCAGAATACCATTTCGATCCTATTAAGARTTICTCCAAATGTTGCAGCATTTGATTGAA
AAATCCTTICTTAGCCATTITIAAAGATAGCTTTCCAATCGATTAGACGAATTGATTICTTTICTGTGACTCAT
CAGTTCATTTCCTCTAAAATTCATGTCTTGCTGTTGATTTGTGAATAAGAACCAGAGCTTGTAGAAACC
ACTTTAATCATATCCAGGAGTTITGCAAGARACAGOTGCTTAACACTAATTCACCTCCTGAACAAGARAAA
ATGGGCUGIGACCCGAAC TG IGGEUICATCGLIGEEECIGICATIGEIGULGICCLIGEUIG LG LI I GGA
GGTATTCTAATGCCAGTTGCGAGACCTGCTTATCCAGAAGACAATTAAAAAGCAAGTTGTCCTCGAAGAA
GGTACAATTGCTTITAAARATTIGGGTTAARACAGGCACAGAAGTTTACAGACAGTTTTGGATCTTTGAT
GTGCAAAATCCACAGGAAGTGATGATGAACAGCAGCAACATTCAAGTTAAGCAAAGAGGTCCTTATACG
TACAGAGTTCGTITITCTAGCCAAGGARAATGTAACCCAGGACGCTGAGGACAACACAGTICTCTTTCCTG
CAGCCCAATGCTGCCATCTICCAACCTTCACTATCAGTTGCAACAGAGGCTGACAACTTCACAGTTCTC
AATCTGGCTGTGGCAGCTGCATCCCATATCTATCAARAATCAATTTGTTICARAATGATCCTICAATTCACTT
ATTAACAAGTCAAAATCTICTATGTITCCAAGTCAGAACTTTGAGAGAACTCTTATGGGGCTATAGGGAT
CCATTTTTGAGTTTGGTTCCGTACCCTGTTACTACCACAGTTGGTCTGTTTTATCCTTACAACAATACT
GCAGATGGAGITTATAAAGTTITCAATGGAARAGATAACATAAGTAAAGTTGCCATAATCGACACATAT
AAAGGTAARAAGGAATCTGTCCTIATTIGGGARAGTCACTGCCGACATGATTAATGGTACAGATGCAGCCTCA
TTTCCACCTTTTGTITGAGRAAAAGCCAGGTATTGCAGTTICTTTTCTICTGATATTTGCAGGTCAATCTAT
GCTGTATTTGANTCCGACGTITANTCTGANMGGAATCCCTGTGTATAGATTTIGTICTTCCATCCANGGCC
TTTGCC-CTICCAGTTGAARACCCAGACAACTATTGTTTICTIGCACAGARAMAARTTATCTCAAAARATTGT
ACATCATATGGTGIGCTAGACATCAGCAAATGCAAAGAAGGGAGACCTGTGTACATTITCACTTCCTCAT
TTTCTGTATGCAACTCCTGATGTTTCAGAACCTATTGATGGATTAAACCCAAATGAAGAAGAACATAGG
ACATACTTGGATATTGAACCTATAACTGGATTCACTTTACAATTTIGCAAALCGGCTGCAGGTCAACCTA
TTGGTCAAGCCATCAGAARAARTTCAAGTATTAAAGAATCTGAAGAGGAACTATATTGTIGCCTATICTT

TGGCTTAATGAGACTGGGACCATTGGTGATGAGAAGGCAAACATGTTCAGAAGTCAAGTAACTGGAARRA
ATAAACCTCCTITGGCCTGATAGARATGATCTTACTCACTGTTGGTGTGGTCATGTTITGTTIGCTITTATG
ATTTCATATIGTGCATGCAGATCGAAAACAATAAAATAAACCTGGCTCAACCACAAACCAATTIGTGTT
GTTCTGATTCAATAATTGGTTTICTGGGTGGCCAATTCAGAAGAAGAGTGTACATGCTCAACAAATCITA
GGCCCTIGCATTCCIGTCATCCTCATCCGGGGGAAACACCATCATCCCAGTAGCTGCCCTATTCAACTGC
AACAGTICTCCAGGACCATCAGTATACTGCATTTICATGIGCACCAAATATTTITGAAAGACATITATAAAT
AATTGGCTTATGACTCATATTICTCTATGAATACCTTCATACAGCAGGTATAACTCTITTITICITTIATGGGE
CTTAAATATTTTGICACTGATCCTGCAAATGGACATCATTTTAGCACACTAGCGGTTTATATTTTAAGG
ACCTTCATTICTICTGTTCTGCACCTCTICTGGRAAATTGAGTAAATTTTGCTITTTTTITTTTTACTCAGTT
GCAACTTACGCTTGGCATCTTCAGAATGCTTTICTAGCATTAAGAGATGTAAATGATAAAGGAATTATT
GTATGAAATATTACAAAGCGTAGACTATGCATIGTTATTICATTATAATATITTITTGCTGTCATAATCGC
CTCATAAAGACAGGTITTCAACCATTAAAATATGTTICTICCTTAAATTCCTICTGCTITITICTAGTITCCIC
TTGTGICATAAAATGTTTATCCTAATTTTCTCICTGAAGTATATTTTATCIGAATCCACATTTICTTIAT
AAATCCATAGTCCTTGCTGAAATATGCTTTCTAAATTICTACCACTTTGTICTAGGCTAATTITTITTRAAG
CTAATTGGATGAAGAACARAAAGACATTTGGTITCATCCTTTACAGCAGTAGGACAATTGCAAAGGTTT
TTCCTTIITTICATAARGGAGACACATTAATAGGTAACTCIGTTTCTTGAGCACGGGTICACTTATICTIGAG
AGCATTAGTTCTCCTARAAAGC T CCAGCATAGRARAAGGGAAGATARACCAAATTCTAGCTTGTGTTTTAC
CCACAGAAGGATACAGGACAAAGGAATAGTAACTGGCCTGTTIGGATACTAAAATCGAAAATAACTTITT
AGCCTCCTCCTTATGATAGCCGCCAGAGTAAATGTTGAGCATTACTACAGAAAAGUCACAAACCAAGAR
TCTACCIGTTTGGAAAGATCTT-TGCATCTICTGAAGGIGCTTAAAGCATACTTAGTGCCTTTICCTTTITA
ACTGGGANGATANAAGAAGTATCTGTCCANGATATTAATATGTANGATAACATTIGTAGACATIGTITCTITC
TGATAATACAAGGITTATICTATTIGCATTAGGATATITGTGGCACATGTCCATCTAATATAAAGGARRG
TTTTTTAATCATTGAGGCATGTAGGGCTGAGTTATATAATGTAGAARACTTCTARAGATAATTGGATGAG
AATATACATATTGACCTGTATATTATGACTAATCATGACTCAGATCTTAATACAGGGATGATCTICATAG
CATTTAGATATCAGAAAAGGTT TGACCTATATGTICTITAATATTIGTTTGAATACATGTATAATCTITA
TCATTCCTCAGTGITTCATTTC CAAATTCTGTAARAACGAATATAAGAGGAAAGACAATTCATATACAA
AGACAACGAGATTAAAAATATGCAGTAGGAARAATAATTACTTARGGGGACATTTTTTITACATGAAAT
CTGGGCTITTGGATGIGTGIGTIG-GIGTIGTGTGIGTIGTICTIGTGIGCACATATIGCACTGTGGTGGGAGIGG
GGCAACTTGGGGAATATGTTACATGTGCTGACTITGTTITGCCCTGGCGAACTTAATGTIGTTCAGAAAG
GGTAAATGTTTIGGACACTTIGCAATIGCTCATGGATGAATTTATATGTTITTAGTCATAGAAAAATTGTIAC
CCTTTGATAGAAGCACATTTTCTTTICCAAAGCTGGTTATTAACCACAGAATTATAGCAGGTATTCATAA
CTTAAGTTTGAARATCAATAGCGTCTGCARAATGGATTAACAGATTAGAGAATCAACAGCATCGGAARAT
AGGTTAATGCATATTGCTICTAACAAGTGCATGAAGAAATAGAAGAAGCTATGTIAGCTTITCAGTTCIGA
CAGAAAAGGGTGAAGGAGGGTATCATTTCAAGAAAAAAAATAGCTATCACCCAATGGTTATCTCTGAAA
ATATTTGTATTAAGATGTGTATACATGGCCAGGCATGCTGGCTCATGCCTCTAATCCCAGCACTTT GGG
AGGCAGGTGGATCACGAGGTCAGGAGATCAAGACCATCCTGGCCAACATGCTGAAACCTCATICICTACT
AAAAATACAAAAATGCAGCSGGGTGTGETGGCCCATGCCTIGTASTCCCAGCIGCTCGGGAGACTGAATCT
CTTGAGCCTGGGAAGCAGAGGT-GCAGTGAACTGAGATCGCGTICACTGCACTCCAGCCTGGTGACAGAG
CGAGATTICCATCTCAARAAAARAAAAACAGTATGCACGTIACAAATTTCTTAACCTGTITATCAATGTCIGA
GCTACATAATTATCITICIAGT CGGAGTTIGITITAGCTGTGTACCAACTCACATTICAGTITTIICIGT
TTGAAGTICCAATGTIATTAGTGACTCTGTGGCTGCTCTCTTCACCTGCCCCITGTIGGCCTGTCTACAATT
CTAAATGGATTITTGAACTCAATGTCGTCGCTICTGGTITCCTSCATATACCAATAGCATTACCTATSAC
TTTTTTITTCCTGAGCTATTTTCACTGAGCTGAGCTAATGAACTAAAACTCAGTTATGTTTAATATITG
TATCAAATACATARAAGGAATACTGCTTTITCCTTITTCTGGCTCARAAGGTAGCTGCATTTTAAAATATT

TGTGAAAATAAAAACTTTTGTTATTAGARAAATGA (SEQ ID NO: 4)
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Variante 2 del transcripto de CD36

GAGGATGTCAATGGCTTTCAGATGTCAGGATAACCTTAAGGATAGATGAAGGGTTGAGAGCCTGTGCCT
CATTTCTGAGTTCTCAGCTGCTATGCCGTGGAAATCCIGTTTACTTTICTGCATCTGCTCCTGCAAGACT
CTGGAGCCAGTCTTGAGGTCCTACATCTCCGAAAGCAAGCTCTTCTAGAAGTTGATAGCTTITCCAATGA
TTAGACGAATTGATTICTTTCTGTIGACTCATCAGTTICATTITCCTGTAANATTICATGTCTTIGCTGTTGATT
TGTGAATAAGAACCAGAGCTTGTAGAAACCACTTTAATCATATCCAGGAGTITTGCAAGAARCAGGTSCT
TAACACTAATTCACCTCCTGAACAAGAAARATGGSCTCTGACCGGAACTGTIGGGCTCATCGCTGGGGCT
GTCATIGGTGCTGICCTGGCTGTIGTTTGGAGGTATTCTIAATGCCAGTTGGAGACCTGCTTATCCAGAAG

ACAATTAAAAAGCAAGTTGTCCTCGARAGAAGGTACAAT "GCTTTTAAAAATTGGGTTAAAACAGGCACA
GAAGTT ACAGACAGTTTTGGATCTITGATGTGCAAAATCCACAGGAAGTGATGATGAACAGCAGCAAC
ATTCAAGTTAAGCAAAGAGGTCCTTATACGTACAGAGTZCGTTTITCTAGCCAAGGAAAATGTAACCCAG
GACGCTIGAGGACAACACAGTICICITICCTIGCAGCCCAATGGTGCCATCTITCGAACCTTCACTATCAGTT
GGAACAGAGGCTGACRACTTCACAGTTCTCAATCTGGCTGTGGCAGCTGCATCCCATATCTATCAAAAT
CAATTIGTTCAAATGATCCTICAATTCACTTATTAACAAGTCARAATCTTCTATGTTCCAAGTCAGAACT
TTGAGAGAACTGTTATGGGGCTATAGGGATCCATTTITIGAGTTTGGTTCCGTACCCTGTTACTACCACA
GTTGGICTGITITATCCTITACAACAATACTGCAGATGCGAGTTTATAAAGTTITITCARTGGAAAAGATAAC
ATAAGTAAAGTTGCCATAATCGACACATATAAAGGTAAAAGGRAATCTGTCCTATGGGARAGTCACTGC
GACATGATTAATGGTACAGATGCAGCCTICATTTCCACCTTTTGTTGAGAARRAGCCAGGTIATTGCAGTTIC
TTTICTI-CTGATATTTGCAGGTCAATCTATGCTGTIATT-GAATCCGACGTTAATCTGARAGGAATCCCT
GIGTATAGATTITGTITCTITCCATCCAAGGCCTTTIGCCTCTCCAGTTGAARACCCAGACAACTATTIGTTIIC
TGCACAGAAAAAATTATCTCAAAAAATTGTACATCATATGGTGTGCTAGACATCAGCAAATGCAAAGAA
GGGAGACCTGTGTACATTTCACTTCCTCATTTTCTGTATGCAAGTCCTGATGTT " CAGAACCTATTGAT
GGATTAAACCCAAATGAAGAAGAACATAGGACATACTTGGATATTIGAACCTATAACTGGATTCACTTITA
CAATTTIGCAARACGGCTGCAGGTCAACCTATTGGTICAAGCCATCAGAAAARATTCAAGTATTAAAGAAT
CTGAAGAGGAACTATATTIGTIGCCTATTICTTTGGCTTAATGAGACTGGGACCATTGGTGATGAGAAGGCA
AACATGTTCAGAAGTCAAGTAACTGGAAAAATAAACCTCCTITGGCCTGATAGAAATGATCTTACTCAGT
GITTGGTGTGGTGATGTTTGTTGCTTTTATGATTTCATATTGTGCATGCAGATCGAAAACAATAAAATAA
GTAAGTATGTACCAARAAATAT TGCTTCAATAATATTAGCTTATATATTACTTIGTTITTCACTTTATCAA
AGAGAAGTTACATATTAGGCCATATATATTTCTAGACATGTCTAGCCACTGATCATITTITAAATATAGG
TAAATAAACCTATAAATATTATCACGCAGATCACTAAAGTATATCTTTAATTCTGGGAGAAATGAGATA
AMNAGATGTACTITGTGACCATTG-AACAATAGCACAAATAAAGCACTTGTGCCAAAGTTGTCCARARRAA

(SEQID NO: 5)

Variante 3 del transcripto de CD36

CTTTCAATTCCTCIGGCAACAAACCACACACTGGGATCTGACACTGTAGACTGCTTTICTICTTCTCTITT
TTTGGGCGGGGEGAGGGEGGTGTGGTTIGCATATTTAAACTICTCACGCATTTATGTACTGAGGACTGCAGTG
TAGGACTTTCCTGCAGRAATACCATTITGATCCTATTAACAATTGTCCARATCTTIGGAGCATTTIGATTGAA
AAATCCTTICTTAGCCATTITAAAGATAGCTTICCAATCATTAGACGAATTCATTICTTTCTGIGACTCAT
CAGTTCATTTCCTGTAAAATTCATGTCTTGCTGTTGATTITGTGAATAAGAACCAGAGCTTGTAGAAACC
ACTTTAATCATATCCAGGAGTTCGCAAGAAACAGGTGCTTAACACTAATTCACCTCCTGAACAAGARAA
ATGGGCTGTGACCGGAACTGTGGGCTCATCGCTGGGGCTGTCATTGGTGCTGTCCTGGCTGTIGTTTGGA
GGTATICTAATGCCAGTTGGAGACCTGCTIATCCAGAAGACAATTAAARACCAAGTTGTICCICGAAGAA
GGTACAATTGCTTITAAAAATTGGGTTAAAACAGGCACAGAAGTTTACAGACAGTTTTGGATCTTTGAT
GTGCAAAATCCACAGGAAGTGATGATGAACAGCAGCAACATTCAAGTTAACCARAGAGGTCCTTATACG
TACAGAGTTCGTTITCTAGCCAAGGAAAATGTAACCCAGGACGCTGAGGACAACACAGTICTCTTTCITG
CAGCCCAATGGTGCCATCTTCGAACCTTCACTATCAGTTGGAACAGAGGCTGACAACTTCACAGTTCTC
AATCTGGCTGTIGGCAGCTGCATCCCATATCTATCAAAATCAATTTGTTCAAATGATCCTCAATTCACTT
ATTAACAAGTICAAAATCTICTATGTTCCAAGTCAGAACTTTGAGAGAACTCTTATGGGGCTATAGGSGAT
CCATTTITTGAGTTTIGGTTCCGTACCCTIGTTACTACCACAGTTSGTCTGTTITATCCTITACAACAATACT
GCAGATGGAGTTTATAAAGTTT-CAATGGAARAGATAACATAAGTAAAGTIGCCATAATCGACACATAT
AAAGGTAAAAGGAATCTGICCTATTGGGAAAGTCACTCCGACATGATTAATGGTACAGATGCAGCCTICA
TTTCCACCTTTTGTTGAGAAAAGCCAGGTATTGCAGTICTTTICTTCTGATATTTGCAGGTCAATCTAT
GCTGTATTTGAATCCGACGTTAATCTGAAAGGAATCCCTIGTGTATAGATTIGTTCTITCCATCCAAGSCC
TTTGCCTCTCCAGTTGAAAACCCAGACAACTATTGTTICTGCACAGAAAAAATTATCTCAAAAAATIGT
ACATCATATGGTGTGCTAGACATCAGCAAATGCAAAGAAGGGAGACCTGTCTACATTTCACTTICCTCAT
TTTCTGTATGCAAGTCCTGATGTTTICAGAACCTATTGATGGATTAAACCCAAATGAAGAAGAACATAGG
ACATACTTGGATATTGAACCTATAACTGGATTCACTTIACAATTTGCAARAACGGCTGCAGGTICAACTTA
TTGGTCAAGCCATCAGAAAAAATTCAAGTATTAAAGAATCTGAAGAGGAACTATATTGTGCCTATTCTIT
TGGCTTAATGAGACTGGGACCATTGGTGATGAGAAGGCAAACATGTTCAGAAGTCAAGTAACTGGAAAA
ATAAACCTCCTITGGCCTGATAGAAATGATCTTACTCACTGTTGGTGTGGTCATGTITTIGTTGCTITTATG
ATTTCATATIGTGCATGCAGATCGAAAACAATAAAATAAGTAAGTATGTACCARAARATATTIGCTTCAA
TAATATTAGCTTATATATTACT-GITTTCACTITATCAAAGAGAAGTTACATATTAGGCCATATATATT

TCTAGACATGTCTAGCCACTGATCATTTTTAAATATAGGTAAATAAACCTATAARATATTATCACGCAGA
TCACTAAAGTATATCTTITAATTCTGGGAGAAATGAGATAAAAGATGTACTTIGTGACCATTGTAACAATA

GCACARATAAAGCACTTGTIGCCARAGTTIGTCCRAAAAAA (SEQ ID NO: 6)

Variante 4 del transcripto de CD36
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AAGTTGCTGAGACAAGGGAAGAGAGATGAGGAACCAGAGCTTGTAGAARACCACTTTAATCATATCCAGG
AGTTTGCAAGAARCAGGTSCTTAACACTAATTCACCTCCTGAACAAGAAAAATGGGCTCTGACCGGAAC
TGTGGGCTCATCGCTGGGGCTCTCATTGGTGCTGTCCTGGCTGTGTTTGGAGGTATTICTAATGCCAGTT
GGAGACCTGCTTATCCAGAAGACAATTAAAAAGCAAGTTGTCCTCGARGAAGGTACAATTGC TTTTAAA
AATTGGGTTAAAACAGGCACACAAGTTTACAGACAGTITTGGATCTTTIGATGTGCAAAATCCACAGGAA
GTGATGATGAACACCAGCAACATICAAGTTAAGCAAAGAGGTCCTTATACCTACAGAGTITCGTITICTA
GCCAAGGAAAATGTAACCCAGCACGCTGAGGACAACACAGTCTCTTTCCTCCAGCCCARATGG -GCCATC
TTCGAACCTTCACTATCAGTTCGAACAGAGGCTGACAACTTICACAGTTICTCAATCTIGGCTGTGGCAGCT
GCATCCCATATCTATCAAAATCAATTTGTTCAAATGATCCTCAATTCACTIATTAACAAGTCAARATCT
TCTATGTTCCAAGICAGAACTITGAGAGAACTGITATGGGGCTATAGGGATICCATTITITIGAGTTTGGTT
CCGTACCCTGTTACTACCACACTTGGTCTGTTTTATCCTTACAACRAATACTIGCAGATGCAGT TATAAA
GTTTTCAATGGAAAAGATAACATAAGTAAAGTTGCCATAATCGACACATATARAGGTAAAAGGRATCTG
TCCTATTGGGAAACTCACTGCCACATGATTAATGGTACAGATGCAGCCTCATTTCCACCTTIT-GTTGAG
AAAAGCCAGGTATTIGCAGTITCITITCTTCTGATATTTGCAGGTCAATCTATGCTGTATTITGAATCCGAC
GTTAATCTGAAAGCAATCCCTCTIGTATAGATTTGTTCTTICCATCCAAGGCCTITGCCTCTCCAGTTGAR
AACCCAGACAACTATTGTTITCIGCACAGAAAAAATTATCTCAAAARATTIGTACATCATATGGTGTGCTA
GACATCAGCAAATCCAAAGAACGGAGACCTGTGTACATTITCACTTCCTCATTTITCTGTATGCAAGTCCT
GATGTTTCAGAACCTATTGATCGATTAAACCCAAATGAAGAAGAACATAGCACATACTIGGATATTGAA
CCTATAACTGGATTICACTITACAATTTGCAANACGGCTGCAGGCTCAACCTATTIGGTCAAGCCATCAGAN
AAAATTCAAGTATTAAAGAATCTGAAGAGGAACTATATTIGTIGCCTATICTTITGGCTTAATGAGACTGGG
ACCATTGGTGATGAGAAGGCAAACATGTTCAGAAGTCAAGTAACTGGARAAAATAAACCTCCTITGGCCTG
ATAGAAATGATCTIACTCAGTCTTGGTGTGGTGATGTTTGTTGCTTTTATCATTTCATATTIG - GCATGC
AGATCGAAAACAATAAAATAACTAAGTATGTACCAAAAAATATTGCTTICAATAATATTAGCT ATATAT
TACTTGTTTTCACTTTATCAANGAGANGTTACATATTAGGCCATATATATITCTAGACATGTCTAGCCA
CTIGATCATTTTTAAATATAGGTAAATAAACCTATAAATATTATCACGCAGATCACTAAAGTATATCITT
AATTCTGGGAGAAATGAGATAAAAGATGTACTIGTGACCATTGTARCAATAGCACAAATAAAGCACTTG

TGCCAAAGTTGTCCAARARA (SEQID NO: 7)

Variante 5 del transcripto CD36

ATGACATTATTAGTTCTGCCACTGGTAGGCATTAGAAGCAAGAARAGGGAGACGGACCGAGGAAGCCAC
TTTGGTGAAACAARANGAAANGCATTTIGTT " ATTTAGAACGGGCAAAATGATACGTTTCAGTGGGTGTT
TTCTTTGTACTTITGATCTTTTTGTACTGATATTTAAGCTTCTGTTTITATGATCICTITCTAATGATAGA
ACCAGAGCTTGTAGARACCACTTITAATCATATCCAGGAGTTTGCAAGAAACAGGTGCTTAACACTAATT
CACCTCCTIGAACAAGAAAAATGGGCTGTGACCGGAACTGTGGGECTCATCGCTGGGECTGTCATIGGIGE
TGTICCTGGCTGIGTITIGGAGGTATTICTAATGCCAGTTGGAGACCTGCTTATCCAGAAGACAATTAAAAA
GCAAGTTGTCCTCGAAGAAGGTACAATTGC TTTAAAAATTGGGTTAAAACAGGCACAGAAGTTTACAG
ACAGTTTITGGATCTITIGATGTGCAAAATCCACAGGAAGTGATGATGAACAGCAGCAACATTCAAGTTAA
GCALAGAGGTICCTTATACGTACAGAGTITCGTTTTICTAGCCAAGGAAAATGTAACCCAGGACGCTGAGGA
CAACACAGTCTCTTTCCTGCAGCCCAATGG - GCCATCTTCGAACCTTCACTATCAGTTGGAACAGAGGC
TGACAACTTCACAGTICTCAATCIGGCTGTGGCAGCTGCATCCCATATCTATCAAAATCAAT TGTTCA
AATGATCCTCAATTICACTTATTAACAAGTCAAAATCTTICTATSTTCCAAGTCAGAACTTTGAGAGAACT
GTTATGGGGCTATAGGGATCCATTTTTGAGTTTGGTTCCGTACCCTGTTACTACCACAGTTGGTCTGTT
TTATCCTTACAACAATACTGCAGATGGAGT T TATAAAGTTTTCAATGGAAAAGATAACATAAGTAAAGT
TGCCATAATCGACACATATARAGGTAAAAGGAATCTGTCCTATTIGGGAAAGTCACTGCGACATGATTAA
TGGTACAGATGCAGCCTCATTTCCACCTTTC-GTTGAGAAAAGCCAGGTATTIGCAGTTICTTTICTTICTGA
TATTTGCAGGTCAATCTATGCTGTATTTGAATCCGACCTTAATCTGAAAGGCAATCCCTGTGTATAGATT
TGTTCTTCCATCCAAGGCCTTTGCCTCTCCAGTTGAARACCCAGACAACTATTGTITICTGCACAGAAAA
AATTATCTCAAAARATTGTACATCATATGGTGTGCTAGACATCAGCAAATGCAAAGAAGGGAGACCTGT
GTACATTTCACTTCCICATTTTICTGTATGCAAGTCCTGATGTITCAGAACCTATTGATGGAT TARACCC

AAATGAAGAAGAACATAGGACATACTTIGGATATTGAACCTATAACTGGATTCACTTTACAATTTIGCAAA
ACGGCTIGCAGGTCRAACCTATTGGTCAAGCCATCAGAAAARATTCAAGTATTAAAGRATCTGAAGAGGAR
CTATATTGTIGCCTATTCTTTGGCTTAATGAGACTGGGACCATTIGGTGATGAGAAGGCAAACATGTTCAG
AAGTCAAGTAACTGGAAAAATAAACCTICCTIGGCCTGATAGAAATGATCTTACTCAGT STTGGTIGTGGT
GATGTTITGITGCTTITIATGATITCATATTIGTGCATGCAGATCGAAAACAATARAATAAGTAAGTATGTA
CCAAAAAATATTGCTTCAATAATATTAGCTTATATATTACTTGTTITCACTTTATCAAAGAGAAGTTAC
ATATTAGGCCATATATATTITCTAGACATGTICTAGCCACTGATCATTITTTAAATATAGGTAAATAAACCT
ATAAATATTATCACGCAGATCACTAAAGTATATCTITTAATTCTIGGGAGAAATGAGATAAAAGATGTACT

TGTGACCATTGTAACAATAGCACAAATAAARGCACTTGTGCCARAGTTGTCCAAAAAR (SEQ ID NO:
&)

Proteina CD36
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MGCDRNCGLIAGAVIGAVLAVFGGILMPVGDLLIQKTIKKQVVLEEGTIAFKNWVKTGTEVYRQFWIEFD
VONPQEVMMNSSNIQVKORGPYTYRVRE LAKENYTQDAEDNTVSFLOPNGAIFEPSLSVGTEADNEIVL
NLAVAAASHIYONQFVOMILNSLINKSKSSMFOVRTLRELLWGYRDPFLSLVPYPVITIVGLFYPYNNT
ADGVYKVFNGKDNISKVAIIDTYKGKRNLSYWESHCDMINGTDAASFPPFVEKSQVLQFFSSDICRSIY
AVERESDVNLKGIPVYRE Y LPSKAFASPVENPDNYCHCIEK L LSKNCTSYGYLDLISKCKEGRPVY LSLPH
FLYASPDVSEPIDGLNPNEEEHRTYLDIEPITGFTLQFAKRLOVNLLVEPSEKIQVLKNLKRNYIVPIL
WLNETG-IGDEKANMFRSOVTGKINLLGLIEMILLSVGVVMFVAFMISYCACRSKTIK (SEQ ID NO:
9

Péptido Psap

La prosaposina (Psap) es la proteina precursora de la saposina compuesta por aproximadamente 524-527
aminoécidos que incluye un péptido sefial de 16 aminoécidos. El polipéptido precursor de longitud completa se
somete a glicosilacién y modificacién cotraduccional en el reticulo endoplasmético y el sistema de Golgi para
producir una proteina precursora de 70-72 kDa. Después del transporte al lisosoma, la catepsina D participa
en su procesamiento proteolitico para producir formas moleculares intermedias de 35 a 53 kDa y luego a una
glicoproteina de 13 kDa y finalmente a las formas maduras parcialmente glicosiladas de 8-11 kDa de moléculas
de saposina individuales (O' Brien J.S. y Kishimoto Y, The FASEB J., 5: 301-8, 1991; Kishimoto Y. et al., J.
Lipid Res. 33: 1255-67, 1992). La prosaposina se procesa en 4 productos de escisién: Saposinas A, B, C y D.
Las secuencias de aminoéacidos de las isoformas A, B y C de la preproproteina Psap y la secuencia de
aminoécidos del producto de escisiéon saposina A se encuentran a continuacién:

Isoforma A de la preproproteina Psap
MYALFLLASLLGAALAGPVLGLKECTRGSAVWCQNVKTASDCGAVKHCLQTVWNK
PTVKSLPCDICKDVVTAAGDMLKDNATEEEILYYLEKTCDWLPKPNMSASCKEIVDSY
LPVILDIIKGEMSRPGEVCSALNLCESLQKHLAELNHQKQLESNKIPELDMTEVVAPFM
ANTPLLLYPQDGPRSKPQPKDNGDVCQDCIQMVTDIQTAVRTNSTFVQALVEHVKEEC
DRLGPGMADICKNYISQYSEIAIQMMMHMOQPKEICALVGFCDEVKEMPMQTLVPAKY

ASKNVIPALELVEPIKKHEVPAKSDVYCEVCEFLVKEVTKLIDNNKTEKEILDAFDKM
CSKLPKSLSEECQEVVDTYGSSILSILLEEVSPELVCSMLHLCSGTRLPALTVHVTQPKD
GGFCEVCKKLVGYLDRNLEKNSTKQEILAALEKGCSFLPDPY QKQCDQFVAEYEPVLI
EILVEVMDPSFVCLKIGACPSAHKPLLGTEKCIWGPSYWCOQNTETAAQCNAVEHCKR
HVWN (SEQ ID NO: 10)

Isoforma B de la preproproteina Psap
MYALFLLASLLGAALAGPVLGLKECTRGSAVWCQNVKTASDCGAVKHCLQTVWNK
PTVKSLPCDICKDVVTAAGDMLEKDNATEEEILVYLEKTCDWLPKPNMSASCKEIVDSY
LPVILDIIKGEMSRPGEVCSALNLCESLQKHLAELNHQKQLESNKIPELDMTEVVAPFM
ANTPLLLYPQDGPRSKPQPKDNGDVCQDCIQMVTDIQTAVRTNSTFVQAIL.VEHVKEEC
DRLGPGMADICKNYISQY SEIAIQMMMHMQDQQPKEICALVGFCDEVKEMPMQTLVP
AKVASKNVIPALELVEPIKKHEVPAKSDVYCEVCEFLVKEVTKLIDNNKTEKEILDAFD
KMCSKLPKSLSEECQEVVDTYGSSILSILLEEVSPELVCSMLHLCSGTRLPALTVHVTQ
PKDGGFCEVCKKLVGYLDRNLEKNSTKQEILAALEKGCSFLPDPYQKQCDQFVAEYE
PVLIEILVEVMDPSFVCLKIGACPSAHKPLLGTEKCIWGPSYWCQNTETAAQCNAVEH
CKRHVWN (SEQ ID NO: 11)

Isoforma C de la preproproteina Psap
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MYALFLLASLLGAALAGPVLGLKECTRGSAVWCQNVKTASDCGAVKHCLQTVWNK
PTVKSLPCDICKDVVTAAGDMLKDNATEEEILVYLEKTCDWLPKPNMSASCKEIVDSY
LPVILDIKGEMSRPGEVCSALNLCESLQKHLAELNHQKQLESNKIPELDMTEVVAPFM
ANIPLLLYPQDGPRSKPQPKDNGDVCQDCIQMVTDIQTAVRTNSTFVQALVEHVKEEC
DRLGPGMADICKNYISQYSEIAIQMMMHMDQQPKEICALVGFCDEVKEMPMQTLVPA
KVASKNVIPALELVEPIKKHEVPAKSDVYCEVCEFLVKEVTKLIDNNKTEKEILDAFDK
MCSKLPKSLSEECQEVVYDTYGSSILSILLEEVSPELVCSMLHLCSGTRLPALTVHVTQP
KDGGFCEVCKKLVGYLDRNLEKNSTKQEILAALEKGCSFLPDPYQKQUCDQFVAEYEP
VLIEILVEVMDPSFVCLKIGACPSAHKPLLGTEKCIWGPSYWCQNTETAAQCNAVEHC
KRHVWN (SEQ ID NO: 12)

saposina A

SLPCDICKDVVTAAGDMLKDNATEEEILVYLEKTCDWLPKPNMSASCKEIVDSYLPVI
L DIIKGEMSRPGEVCSALNLCES (SEQ ID NO: 13)

Los aspectos de la divulgacién se refieren a un péptido Psap y sus usos. Los péptidos Psap comprenden
secuencias que se derivaron originalmente de fragmentos de saposina A. Se demostré previamente que los
fragmentos de saposina A que constan de tan solo 4 aminoacidos, y variantes de estos fragmentos, tenian
actividad antiangiogénica y anticancerigena. Los péptidos Psap y los métodos para fabricar péptidos Psap son
conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, las publicaciones PCT W02009002931 y WO/2011/084685; la
solicitud PCT, PCT/US2012/71424, publicada como la publicacion PCT WO/2013/096868, y las solicitudes de
patente de los Estados Unidos 12/640.788 y 13/516.511).

Un péptido Psap para uso en aspectos de la invencién consiste en la secuencia de aminoacidos DWLPK (SEQ
ID NO: 2) o una variante de sustitucién de aminoacidos de las mismas, en la que la sustitucion de aminoéacidos
es:

a) Tirosina (Y) por triptéfano (W);

b) una sustituciéon de aminoacido por leucina (L) seleccionada entre valina (V), o alanina (A) o un aminoécido
no canénico de tamafo similar, o un derivado del mismo;

¢) Arginina (R) por lisina (K);

d) un isémero D de acido aspartico (D) por un isémero L de acido aspartico (D) y/o un isémero D de leucina (L)
por un isémero L de leucina (L);

e) un isdmero D de triptéfano (W) por un isémero L de triptéfano (W) y/o un isémero D de prolina (P) por un
isémero L de prolina (P); o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, un péptido Psap consiste
en la secuencia de aminoacidos DWLPK (SEQ ID NO: 2).

Los péptidos Psap se pueden sintetizar usando cualquier método conocido en la técnica. Los ejemplos de
métodos de sintesis incluyen, pero no se limitan a, sintesis recombinante, sintesis en fase liquida, sintesis en
fase sélida, ligacién quimica (véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al.,
Eds., Tercera edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 2001; Current
Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., Eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York; Schnolzer,
M.A., P.; Jones, A .; Alewood, D.; Kent, SBH (2007). "In Situ Neutralization in Boc-chemistry Solid Phase Peptide
Synthesis". Int. J. Peptide Res. Therap. 13(1-2): 31-44; Albericio, F. (2000). Solid-Phase Synthesis: A Practical
Guide (1 ed.). Boca Raton: CRC Press; pagina 848; y Nilsson BL, Soellner MB, Raines RT (2005). "Chemical
Synthesis of Proteins". Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 34: 91-118; y las patentes de los Estados Unidos
Nos. 4.749.742, 4.794.150, 5.552.471, 5.637.719, 6.001.966, 7.038.103, 7.094.943, 7.176.282 y 7.645.858).

En algunas realizaciones, el péptido Psap puede modificarse, por ejemplo, mediante oligomerizacién o
polimerizacién (por ejemplo, dimeros, trimeros, multimeros, etc.), modificaciones de residuos de aminoacidos
o estructura peptidica, entrecruzamiento, ciclacién, conjugacién, pegilacién, glicosilaciéon, acetilacién,
fosforilacidn, fusién con secuencias de aminoécidos heterdlogos adicionales (por ejemplo, un anticuerpo o
dominio Fc de anticuerpo, transferrina sérica o porciones de la misma, albumina o transtiretina), u otras
modificaciones que alteren sustancialmente la estabilidad, solubilidad, u otras propiedades del péptido al tiempo
que retiene o potencia sustancialmente la actividad terapéutica. La conjugacién puede ser, por ejemplo, a un
polimero. Los polimeros adecuados incluyen, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona, alcohol
polivinilico, poliaminoacidos, anhidrido divinil éter maleico, N-(2-hidroxipropil)-metacrilamida, dextrano,
derivados de dextrano que incluyen sulfato de dextrano, polipropilenglicol, poliol polioxietilado, heparina,
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fragmentos de heparina, polisacaridos, celulosa y derivados de celulosa, incluyendo metilcelulosa y
carboximetilcelulosa, almidén y derivados de almidén, polialquilenglicol y sus derivados, copolimeros de
polialquilenglicoles y sus derivados, polivinil etil éteres y a,p-poli[(2-hidroxietil)-DL-aspartamida y similares, o
mezclas de los mismos. La conjugacién puede realizarse a través de un enlazador, por ejemplo, un péptido o
un enlazador quimico. Los métodos de modificacién de péptidos son bien conocidos en la técnica (véanse, por
ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.180.816, 5.596.078, 5.990.273, 5.766.897, 5.856.456,
6.423.685, 6.884.780, 7.610.156, 7.256.258, 7.589.170y 7.022.673, y la publicacion PCT WO 2010/014616).

En algunas realizaciones, el péptido Psap es un péptido ciclico. Los péptidos ciclicos son cadenas
polipeptidicas cuyos extremos amino y carboxilo estan unidos por un enlace peptidico u otro enlace covalente,
formando una cadena circular. En una realizacion, el péptido contiene residuos de aminoacidos de cisteina en
el terminal amino y carboxilo. Las cisteinas facilitan la formacién de enlaces disulfuro S-S. En una realizacién,
el péptido contiene residuos de aminoéacidos de cisteina adicionales, en los que los residuos de aminoécidos
de cisteina estan cerca de los extremos pero no necesariamente en el puro extremo. En algunas realizaciones,
los residuos de aminoéacidos de cisteina estédn dentro de los cinco residuos de aminoacidos de los extremos
del péptido. Los métodos de disefio y sintesis de péptidos ciclicos son bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
como se describe en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.596.078; 5.990.273; 7.589.170 y la solicitud
de patente de los Estados Unidos No. 20080287649.

En algunas realizaciones, el péptido Psap se modifica funcionalmente para mejorar la estabilidad. En algunas
realizaciones, el péptido Psap comprende un grupo acetilo en el terminal N y/o un grupo amida en el terminal
C. En algunas realizaciones, el péptido Psap comprende un grupo acetilo en el terminal N y un grupo amida en
el terminal C. En algunas realizaciones, el péptido Psap es Ac-dWIP-Amida o Ac-DWLP-Amida (Ac = grupo
acetilo, D minuscula y L indican D-aminoacidos, SEQ ID NO: 39 y 40, respectivamente). En algunas
realizaciones, las modificaciones quimicas del péptido Psap incluyen, pero no se limitan a la inclusién de,
grupos alquilo, alcoxi, hidroxialquilo, alcoxialquilo, alcoxicarbonilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, amino,
alquilamino, aminoalquilo, dialquilamino, aminodialquilo, halégeno, heteroatomo, carbociclo, carbociclilo,
carbociclo, carbociclico arilo, aralquilo, aralcoxi, ariloxialquilo, heterociclo, heterociclilo, heterociclico,
heteroarilo y/o alifético.

Los péptidos Psap también abarcan peptidomiméticos (por ejemplo, péptidos D, péptidos B y peptoides). Los
peptidomiméticos utilizados pueden abarcar toda la longitud del péptido Psap, o solo una porcién del péptido
Psap. Los peptidomiméticos pueden incluir, por ejemplo, D-aminoacidos, enlaces amida reducidos para la
estructura del péptido y enlaces no peptidicos para unir las cadenas laterales, pirrolinona y miméticos de
azucar. El disefio y la sintesis de miméticos de péptidos con estructura de azlcar estan descritos por
Hirschmann et al., (J. Med. Chem., 1996, 36, 2441-2448).

Ademas, también se describen peptidomiméticos basados en pirrolinona (véase, por ejemplo, Smith et al., J.
Am. Chem. Soc. 2000, 122, 11037-11038). En algunas realizaciones, el péptido Psap estd en forma de un
peptoide (patente de los Estados Unidos No. 5.811.387; Simon et al., Proceedings of the National Academy of
Sciences USA, (1992), 89(20), 9367-9371). En algunas realizaciones, los peptoides son glicinas poli-N
sustituidas. En los peptoides, la cadena lateral esta conectada al nitrégeno de la estructura del péptido, en lugar
del carbono a como en los péptidos. En algunas realizaciones, el peptoide contiene unidades de monémero
nitroaromatico (Fowler et al., J Org Chem. 20 de febrero de 2009; 74(4): 1440-9). En algunas realizaciones, el
peptoide sustituido en N con cadenas laterales aroméaticas alfa-quirales (Gorske et al., J Am Chem Soc. 8 de
noviembre de 2006; 128(44): 14378-87) en uno o mas residuos. En algunas realizaciones, el péptido Psap
comprende una regidén peptoide (es decir, que contiene una o méas cadenas laterales conectadas al nitrégeno
de la estructura del péptido) y una regién peptidica (es decir, que contiene una o més cadenas laterales
conectadas al carbono a).

Sustituciones de aminoacidos de Psap

En algunas realizaciones, un péptido Psap comprende una variante de sustitucién de aminoacidos de DWLPK
(SEQ ID NO: 2), en la que la sustitucién de aminoacidos es:

a) Tirosina (Y) por triptéfano (W);

b) una sustitucién de aminoécido por leucina (L) seleccionada entre valina (V), o alanina (A), o un aminoécido
no canénico de tamafo similar, o un derivado del mismo;

¢) Arginina (R) por lisina (K);

d) un isémero D de acido aspartico (D) por un isémero L de acido aspartico (D) y/o un isémero D de leucina (L)
por un isémero L de leucina (L);

e) un isdmero D de triptéfano (W) por un isémero L de triptéfano (W) y/o un isémero D de prolina (P) por un
isémero L de prolina (P); o combinaciones de los mismos.
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Las sustituciones conservadoras de aminoacidos pueden ser la sustituciéon de un residuo de aminoacido por
un residuo de aminoécido que tiene una cadena lateral con una carga, tamafio, polaridad, hidrofobicidad similar
o combinacién de los mismos. En la técnica se han definido familias de residuos de aminoacidos que tienen
cadenas laterales con cargas similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por
ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales &cidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico),
cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptéfano), cadenas laterales beta ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

Las sustituciones conservadoras de aminoacidos normalmente no cambian la estructura general del péptido
y/o el tipo de cadenas laterales de aminoacidos disponibles para formar enlaces de van der Waals con un
comparfiero de unidén. En algunas realizaciones, una sustitucién conservadora de leucina es valina. En algunas
realizaciones, una sustitucién conservadora de leucina es valina o alanina.

En algunas realizaciones, se contemplan sustituciones conservadoras o no conservadoras de leucina. En
algunas realizaciones, la sustitucién de leucina es valina, glicina o alanina. En algunas realizaciones, una
sustitucién de leucina es glicina. En algunas realizaciones, una sustitucién de leucina es glicina o valina. En
algunas realizaciones, la sustitucién de aminoacidos es una tirosina (Y) por un triptéfano (W).

Los ejemplos de variantes de sustitucién de aminoacidos incluyen, pero no se limitan a, DWAP (SEQ ID NO:
41), DYLPK (SEQ ID NO: 42), DWVPK (SEQ ID NO: 43), DWLPR (SEQ ID NO: 44), DWAPK (SEQ ID NO: 45)
y DYLP (SEQ ID NO: 46).

También se contempla en este documento la sustitucién con un aminoacido no canénico. En algunas
realizaciones, la leucina se sustituye por un aminoacido no candnico. En algunas realizaciones, el aminoécido
no canénico que sustituye a la leucina tiene un tamafio similar al de la leucina, la valina, la alanina o la glicina.
Ejemplos de aminoacidos no candnicos incluyen azidoalanina, azidohomoalanina, azidonorvalina,
azidonorleucina, azidonorvalina, homoaliglicina, homoproparglicina, norvalina, norleucina, cis-crotilglicina,
trans-crotilglicina, acido 2-aminoheptanoico, 2-butilglicina, alilglicina, 3-(1-naftil)alanina, 3-(2-naftil)alanina, p-
etinil-fenilalanina, p-propargil-oxi-fenilalanina, m-etinil-fenilalanina, 3-(6-cloroindolil)alanina, 3-(6-
bromoindolil)alanina, 3-(5-bromoindolil)alanina, azidohomoalanina, homopropargilglicina, p-clorofenilalanina,
acido a-aminocaprilico, metilvalina, metileucina o sarcosina. En algunas realizaciones, la leucina se sustituye
con un aminoéacido no candnico seleccionado entre metilvalina, metileucina o sarcosina. Los aminoacidos no
canodnicos y los métodos de sintesis de los mismos son bien conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, las
publicaciones de patente de los Estados Unidos Nos. 2010-0247433, 2008-0214439, 2004-0053390 y 2004-
0058415; publicacion PCT WO 03/073238; y la patente de los Estados Unidos No. 6.586.207).

La sustitucién de aminoécidos se puede lograr durante la sintesis quimica del péptido afiadiendo el aminoacido
sustituto deseado en la secuencia apropiada en el proceso de sintesis. Alternativamente, se pueden utilizar
métodos de biologia molecular. Las sustituciones no conservadoras también se incluyen en la medida en que
retienen sustancialmente las actividades de los péptidos descritos en el presente documento.

Como se describid previamente, los péptidos Psap que comprenden CDWLPK (SEQ ID NO: 1), DWLPK (SEQ
ID NO: 2) o DWLP (SEQ ID NO: 3) que tienen sustituciones de D-aminoacidos también mostraron tener una
actividad terapéutica deseada (véase la solicitud PCT, PCT/US2012/71424, publicada como la publicacién PCT
WO/2013/096868). Como tales, las variantes de sustitucién de aminoacidos resultantes de la sustitucién de
uno o més D-aminoacidos por el L-aminoacido similar se contemplan en el presente documento. En algunas
realizaciones, esta presente una sustitucién de D-aminoé&cido. En algunas realizaciones, estan presentes 2 o
méas sustituciones de D-aminoacidos. En algunas realizaciones, estén presentes 3, 4 o 5 sustituciones de D-
aminoécidos. En algunas realizaciones, las sustituciones de D-aminoacidos estan espaciadas uniformemente,
por ejemplo, cada aminoécido de por medio, de los 4-6 mer. En algunas realizaciones, la sustitucién de D-
aminoécido es por triptéfano (W) y/o prolina (P). En algunas realizaciones, la sustitucién de D-aminoacido es
por acido aspértico (D) y/o leucina (L). La convencién L y D para la configuracién de aminoéacidos no se refiere
a la actividad éptica del aminoécido en si, sino més bien a la actividad 6ptica del isémero del gliceraldehido a
partir del cual ese aminoécido puede, en teoria, sintetizarse (el D-gliceraldehido es dextrorrotatorio); L-
gliceraldehido es levdgiro). Los ejemplos de sustituciones de D-aminoacidos incluyen dW1P y DwlLp (d
minuscula y L indican D-aminoacidos, SEQ ID NO: 47 y 48, respectivamente).

Ensayo

Los aspectos de la divulgacién se relacionan con la realizaciéon de un ensayo para determinar un nivel de CD36
en una muestra. Se puede usar cualquier ensayo conocido en la técnica para medir un nivel de CD36 (véase,
por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., Eds., Tercera edicién, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 2001, Current Protocols in Molecular Biology, FM
Ausubel, et al., Eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. La tecnologia de microarreglos se describe en
Microarray Methods and Protocols, R. Matson, CRC Press, 2009, o Current Protocols in Molecular Biology, FM
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Ausubel, et al,, eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York). El nivel de CD36 puede ser un nivel de ARNm y/o
un nivel de proteina. En algunas realizaciones, el nivel de CD36 es un nivel de proteina. Los ensayos para
detectar ARNm de CD36 incluyen, entre otros, analisis de transferencia Northern, RT-PCR, tecnologia de
secuenciacidn, hibridacién in situ de ARN (utilizando, por ejemplo, sondas de ADN o ARN para hibridar con
moléculas de ARN presentes en la muestra), RT-PCR in situ (por ejemplo, como se describe en Nuovo GJ, et
al. Am J Surg Pathol. 1993, 17: 683-90; Komminoth P, et al. Pathol Res Pract. 1994, 190: 1017-25), y
microarreglos de oligonucledtidos (por ejemplo, mediante hibridacién de secuencias de polinucledtidos
derivadas de una muestra con oligonucleétidos unidos a una superficie sélida (por ejemplo, una oblea de vidrio)
con ubicaciones direccionables, tales como una micromatriz Affymetrix (Affymetrix®, Santa Clara, CA)). Los
métodos para disefiar parejas de unién de acidos nucleicos, tales como sondas, son bien conocidos en la
técnica. En algunas realizaciones, las parejas de unién de acido nucleico se unen a una parte o una secuencia
de é&cido nucleico completa de CD36, siendo la secuencia identificable con las secuencias de CD36
proporcionadas en el presente documento.

Los ensayos para detectar niveles de proteina CD36 incluyen, pero no se limitan a, inmunoensayos (también
denominados en este documento como basados en inmunidad, o ensayos basados en inmunidad por ejemplo,
ensayos de transferencia Western, inmunohistoquimica y ELISA), espectrometria de masas y ensayos basados
en multiples perlas. Dichos ensayos para la deteccién del nivel de proteinas son bien conocidos en la técnica.
Pueden disefiarse parejas de unién para la deteccién de proteinas usando métodos conocidos en la técnica y
como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, las parejas de unién a la proteina CD36,
por ejemplo, los anticuerpos anti-CD36, se unen a una parte o una secuencia de aminoacidos completa de la
proteina CD36. Otros ejemplos de métodos de deteccién y cuantificacion de proteinas incluyen inmunoensayos
multiplexados como se describe, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos Nos. 6939720 y 8148171,
y la solicitud de patente publicada de los Estados Unidos No. 2008/0255766, y los microarreglos de proteinas
como se describe, por ejemplo, en la solicitud de patente publicada de los Estados Unidos No. 2009/0088329.

En algunas realizaciones, la muestra obtenida de un sujeto es una biopsia de tumor y el ensayo para detectar
los niveles de proteina CD36 es un inmuno ensayo realizado en la biopsia del tumor.

Se contempla cualquier pareja de unién adecuada para CD36 para la deteccién de un nivel de CD36. En
algunas realizaciones, la pareja de unién es cualquier molécula que se una especificamente a una proteina
CD36. Como se describe en el presente documento, "se une especificamente a una proteina CD36" significa
que es mas probable que la molécula se una a una porcién o la totalidad de una proteina CD36 que a una
porcién o la totalidad de una proteina que no es CD36. En algunas realizaciones, la pareja de unién es un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, tal como Fab, F(ab)2, Fv, anticuerpos de cadena
sencilla, fragmentos Fab y fragmentos sFab, F(ab')2, fragmentos Fd, scFv, o fragmentos de dAb. Los métodos
para producir anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos son bien conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Sambrook et al, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (22 Ed.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989); Lewin, "Genes IV", Oxford University Press, Nueva York, (1990), y Roitt et al,
"Immunology" (22 Ed.), Gower Medical Publishing, Londres, Nueva York (1989), los documentos
WO2006/040153, WO2006/122786 y WO2003/002609). Los compafieros de unién también incluyen otras
moléculas de péptidos y aptdmeros que se unen especificamente a CD36. Los métodos para producir
moléculas peptidicas y aptameros son bien conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, la solicitud de patente
publicada de los Estados Unidos No. 2009/0075834, las patentes de los Estados Unidos Nos. 7435542,
7807351y 7239742).

Los anticuerpos CD36 disponibles comercialmente incluyen, por ejemplo, N-15, SM¢, L-17, ME542, H300, 185-
1G2y V-19 de Santa Cruz Biotechnology (nimeros de catalogo sc-5522, sc-7309, sc-13572, sc-5523, sc-9154,
sc-21772 y sc-7641, respectivamente), JC63.1, FA6-152 y anti-CD36 de Abeam (numeros de catalogo
ab23680, ab17044 y ab78054, respectivamente).

En algunas realizaciones, el compafiero de unién es cualquier molécula que se una especificamente a un
ARNm de CD36. Como se describe en el presente documento, "se une especificamente a un ARNm de CD36"
significa que es mas probable que la molécula se una a una porcién o la totalidad del ARNm de CD36 (por
ejemplo, mediante apareamiento de bases complementarias) que a una porcién o la totalidad de un ARNm que
no es de CD36 u otro acido nucleico que no es de CD36. En algunas realizaciones, el compafiero de unién que
se une especificamente a un ARNm de CD36 es un &cido nucleico, por ejemplo, una sonda. Pueden disefiarse
comparfieros de unién usando las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de CD36, que se proporcionan en
el presente documento. En algunas realizaciones, un compafiero de unién a CD36 puede comprender un
marcador detectable, tal como un grupo enziméaticamente activo, una molécula fluorescente, un croméforo, una
molécula luminiscente, un ligando que se une especificamente o un radioisétopo. En algunas realizaciones,
también se contempla un segundo compafiero de unién especifico para el compafiero de unién de CD36, tal
como un anticuerpo secundario.

Muestra
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Los aspectos de la divulgacién se relacionan con la determinacion de un nivel de CD6 en una muestra obtenida
de un sujeto. En algunas realizaciones, la muestra obtenida de un sujeto es una muestra de tumor. Como se
usa en este documento, una muestra de tumor puede comprender, por ejemplo, una célula tumoral, una
poblacién de células tumorales, un fragmento de un tumor (por ejemplo, una biopsia) o un tumor completo. En
algunas realizaciones, la muestra de tumor es una biopsia de tumor. En algunas realizaciones, la muestra de
tumor comprende células tumorales circulantes. En algunas realizaciones, la muestra de tumor comprende
ascitis. En algunas realizaciones, la muestra de tumor comprende liquido pleural. La muestra de tumor puede
contener células no tumorales o tejido no tumoral (por ejemplo, una biopsia que contiene tejido normal que
rodea un fragmento de tumor). En algunas realizaciones, la muestra puede ser una muestra de tejido o fluido
obtenida de un sujeto. Ejemplos de muestras de fluidos son sangre, plasma, suero y orina.

Sujetos

Los aspectos de la divulgacién se refieren a sujetos, tales como sujetos humanos, con céancer. En este
documento se contempla cualquier tipo de cancer, incluyendo, pero sin limitarse a, leucemias, linfomas,
mielomas, carcinomas, carcinomas metastésicos, sarcomas, adenomas, canceres del sistema nervioso y
canceres genitourinarios. Los ejemplos de tipos de cancer incluyen leucemia linfobléstica aguda en adultos y
nifios, leucemia mieloide aguda, carcinoma adrenocortical, canceres relacionados con el SIDA, cancer anal,
cancer de apéndice, astrocitoma, carcinoma de células basales, cancer de vias biliares, cancer de vejiga,
cancer de huesos, osteosarcoma, histiocitoma fibroso, cancer de cerebro, glioma de tronco encefélico,
astrocitoma cerebeloso, glioma maligno, ependimoma, meduloblastoma, tumores neuroectodérmicos primitivos
supratentoriales, glioma hipotaldmico, cancer de mama, cdncer de mama masculino, adenomas bronquiales,
linffoma de Burkitt, tumor carcinoide, carcinoma de origen desconocido, linfoma del sistema nervioso central,
astrocitoma cerebeloso, glioma maligno, cancer de cuello uterino, canceres infantiles, leucemia linfocitica
crbnica, leucemia mielégena crénica, trastornos mieloproliferativos crénicos, cancer colorrectal, linfoma
cutaneo de células T, cancer de endometrio, ependimoma, céncer de esé6fago, tumores de la familia Ewing,
tumor celular germinal extracraneal, tumor de células germinales extragonadales, cancer de conductos biliares
extrahepaticos, melanoma intraocular, retinoblastoma, céncer de vesicula biliar, cancer géstrico, tumor del
estroma gastrointestinal, tumor de células germinales extracraneales, tumor de células germinales
extragonadales, tumor de células germinales de ovario, tumor trofoblastico gestacional, glioma, leucemia de
células pilosas, cancer de cabeza y cuello, cancer hepatocelular, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
cancer de hipofaringe, glioma hipotaldmico y de las vias visuales, melanoma intraocular, tumores de células de
los islotes, sarcoma de Kaposi, cancer de rifién, cancer de células renales, cancer de laringe, cancer de labio
y cavidad oral, cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no pequefias, linfoma
primario del sistema nervioso central, macroglobulinemia de Waldenstrom, histiocitoma fibroso maligno,
meduloblastoma, melanoma, carcinoma de células de Merkel, mesotelioma maligno, céncer de cuello
escamoso, sindrome de neoplasia endocrina multiple, mieloma mdltiple, micosis fungoide, sindromes
mielodisplasicos, trastornos mieloproliferativos, trastornos mieloproliferativos crénicos, cancer de la cavidad
nasal y del seno paranasal, cancer de nasofaringe, neuroblastoma, cancer de orofaringe, cancer de ovario,
cancer de pancreas, cancer de paratiroides, cdncer de pene, cancer de faringe, feocromocitoma, pineoblastoma
y tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, cancer de pituitaria, neoplasias de células
plasméticas, blastocitos de recto, cancer de préstata, cancer rectal, rabdomiosarcoma, cancer de glandulas
salivales, sarcoma de tejidos blandos, sarcoma uterino, sindrome de Sezary, cancer de piel no melanoma,
cancer de intestino delgado, carcinoma de células escamosas, cancer de cuello escamoso, tumores
neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, céncer testicular, cancer de garganta, timoma y carcinoma
timico, cancer de tiroides, cancer de células de transicion, tumores trofoblasticos, cancer de uretra, cancer de
Utero, sarcoma de Utero, cancer de vagina, cancer de vulva o tumor de Wilms.

En algunas realizaciones, el cancer es cancer de préstata, cdncer de mama, cancer de ovario, cancer de
pulmén, leucemia, cancer de péancreas, glioblastoma multiforme, astrocitoma o melanoma. En algunas
realizaciones, el cadncer es cancer de préstata, cancer de mama, cancer de pulmén, leucemia, cancer de
pancreas, glioblastoma multiforme, astrocitoma o melanoma. En algunas realizaciones, el cancer es cancer de
pancreas, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de melanoma o cancer de pulmoén.

Control y nivel de control

Los aspectos de la divulgacién se refieren a la comparacién de un nivel de CD36 en una muestra con un nivel
de control. En algunas realizaciones, el nivel de control es un nivel de CD36 en una célula, tejido o fluido
obtenido de un sujeto sano o una poblacién de sujetos sanos. Como se usa en este documento, un sujeto sano
es un sujeto que aparentemente esta libre de enfermedad y no tiene antecedentes de enfermedad, tal como
cancer.

En algunas realizaciones, el nivel de control se determina a partir de una muestra obtenida de un sujeto que
tiene céncer. Por consiguiente, en algunas realizaciones, el nivel de control se obtiene del mismo sujeto del
que se obtiene la muestra. En algunas realizaciones, un nivel de control es un nivel de CD36 de una célula o
tejido no canceroso obtenido del sujeto que tiene el cancer.
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En algunas realizaciones, un nivel de control es un nivel de CD36 que es indetectable o por debajo de un nivel
de ruido de fondo obtenido usando métodos estandar de deteccién (por ejemplo, transferencia Western o
inmunohistoquimica).

La divulgacién también implica comparar el nivel de CD36 en una muestra del sujeto con un nivel o valor
predeterminado, de modo que no es necesario medir un nivel de control cada vez. El nivel o valor
predeterminado puede adoptar diversas formas. Puede ser un valor de corte Unico, tal como una mediana o
una media. Puede establecerse basandose en grupos comparativos, como cuando se sabe que un grupo
definido no responde al tratamiento con un péptido Psap y se sabe que otro grupo definido responde al
tratamiento con un péptido Psap. Puede ser un intervalo, por ejemplo, en el que la poblacién analizada se divide
por igual (o de manera desigual) en grupos, tal como una que no responde al tratamiento con un péptido Psap,
que responde algo al tratamiento con un péptido Psap y que responde altamente al tratamiento con un péptido
Psap, o en cuadrantes, el cuadrante mas bajo son los sujetos sin respuesta al tratamiento con un péptido Psap
y el cuadrante més alto son los sujetos con la respuesta més alta al tratamiento con una respuesta al péptido
Psap.

El valor predeterminado puede depender de la poblacién particular seleccionada. Por ejemplo, una poblacién
aparentemente sana (sin cancer detectable y sin antecedentes de cancer) tendra un intervalo "normal" diferente
de CD36 que una poblacién cuyos miembros tienen cancer pero que se sabe que no responden al tratamiento
con un péptido Psap. Por consiguiente, los valores predeterminados seleccionados pueden tener en cuenta la
categoria a la que pertenece un sujeto. Los expertos en la técnica pueden seleccionar intervalos y categorias
apropiados sin mas que experimentacién rutinaria.

Ejemplos

Ejemplo 1

Métodos

Lineas celulares y células primarias

La linea celular PC3 se describié previamente (Kang et al. PNAS. 2009; 106: 12115-20). Las células PC3 se
cultivaron en RPMI con FBS al 10%. Las lineas celulares de cancer de mama humano MDA-MB-231 y MCF-7
se describieron previamente (Ryu et al. PLoS one, 6, 2011). La linea celular de carcinoma de pulmén de Lewis
LLC murina (proporcionada por Lea Eisenbach, Wiesmann Institute of Science, Rehovot, Israel) que expresan
de manera estable RFP vy luciferasa de luciérnaga (Gupta GP, Massague J. Cancer metastasis: building a
framework. Cell. 2006; 127. 679-95; Gao D, Nolan DJ, Mellick AS, Bambino K, McDonnell K, Mittal V.
Endothelial progenitor cells control the angiogenic switch in mouse lung metastasis. Science.2008; 319: 195-8;
y Joyce JA, Pollard JW. Microenvironmental regulation of metastasis. Nat Rev Cancer.2009; 9: 239-52), se
cultivd en DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10%. Las células de melanoma B16, las células de
cancer de préstata LNCaP, las células de cancer de pancreas AsPc1 y las células de cancer de ovario ID8 se
describieron previamente (Overwijk WW et al. B16 as a mouse model for human melanoma. Curr Protoc
Immunol. Mayo de 2001; Capitulo 20: Unidad 20.1; Horoszewicz JS, Leong SS, Kawinski E et al. LNCaP model
of human prostatic carcinoma. Cancer Res. 1983, Abril;43(4): 1809-18; Chen WH, et al. Human pancreatic
adenocarcinoma: in vitro and in vivo morphology of a new tumor line established from ascites. In Vitro 18: 24-
34, 1982; y Roby KF, et al. Development of a syngeneic mouse model for events related to ovarian cancer.
Carcinogenesis. 2000, 21:585-591). Las células de cancer de ovario primarias se derivaron de ascitis de
pacientes con cancer de ovario.

Analisis de transferencia Western

Las células se homogeneizaron en tampén de lisis (BioRad) que contenia inhibidores de proteasa (Roche
Applied Science). Las muestras se hirvieron en tampén de muestreo 1xSDS y se cargaron en geles Bis-Tris
NuPAGE con gradiente del 4-20% (Invitrogen). La transferencia Western se realizé usando anticuerpos
especificos para CD36 (AbCam, ab78054) o B-actina (Sigma-Aldrich).

Ensayos de proliferacién celular in vitro

La proliferacién celular se midi6 usando el ensayo MTT (bromuro de 3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-
difeniltetrazolio, Sigma-Aldrich). Las células se sembraron en 50 pl de medio de crecimiento en placas de cultivo
de 96 pocillos y se dejaron adherir durante la noche. A continuacién, se afiadieron 50 pl de medio de crecimiento
méas reactivos de tratamiento concentrados dos veces. Después de cada punto de tiempo de tratamiento, se
afladieron a cada pocillo 10 pl de solucién de MTT al 5% (tamponada en PBS). Las placas se incubaron durante
4 horas mas a 37 °C para permitir que el MTT se convirtiera metabélicamente en cristales de formazén en las
mitocondrias celulares. Los cristales de formazan se solubilizaron finalmente afiadiendo 100 pl de dodecilsulfato
de sodio al 10% en N-N-dimetilformamida al 50% a cada pocillo de la microplaca. Se midieron las absorbancias
a 550 y 680 nm (correspondientes a la sal de formazan y longitudes de onda de referencia, respectivamente)
usando un lector de microplacas de colorimetria. Se utilizaron como controles los pocillos que contenian solo

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3 007 461 T3

medio completo. Cada experimento se realizé dos veces, usando seis réplicas para cada concentracién de
farmaco.

Resultados

Se planted la hipdtesis de que Tsp-1 sobrerregulada por un péptido Psap puede estar actuando directamente
sobre las células cancerosas, en lugar de solo a través de un mecanismo anti-angiogénico indirecto. Para
probar esto, las células LLC se trataron con péptido Psap Tsp-1 recombinante o DWLPK (SEQ ID NO: 2) y se
midi6 la proliferacién celular usando un ensayo MTT. Se encontré que Tsp-1 era capaz de disminuir la
proliferacién celular, mientras que el péptido Psap no afectaba la proliferacion celular (Figura 1A). Esto apoya
la hipétesis de que Tsp-1 puede actuar directamente sobre las células cancerosas, ya que este ensayo se
realizé in vitro en ausencia de vasos sanguineos. Estos resultados también muestran que el péptido Psap solo
no parece afectar la proliferaciéon de células cancerosas, lo que respalda la hipétesis de que los péptidos Psap
pueden fratar indirectamente el cdncer mediante la sobrerregulaciéon de Tsp-1. Se demostré que las células
LLC expresan CD36, un receptor de Tsp-1, lo que indica que Tsp-1 puede actuar directamente sobre las células
cancerosas a través de CD36 (Figura 1B).

Se midieron los niveles de CD36 en otras lineas celulares para ver si otros tipos de cancer también expresaban
CD36. Los niveles de CD36 se midieron en lineas celulares de cancer de mama (MDA-231, MCF-7), cancer de
ovario (ID8), melanoma (B16), cancer de préstata (PC3 y LNCaP) y cancer de pulmdn (LLC) mediante analisis
de transferencia Western. Se encontr6 que la proteina CD36 era detectable en todas las lineas celulares
probadas, con niveles particularmente altos de CD36 detectables en las lineas celulares MDA-231, MCF-7,
PC3 y LLC (Figura 2). Se ha demostrado previamente que las células MDA-231, ID8, B16, PC3 y LLC
responden al tratamiento con un péptido Psap in vivo.

También se examind la linea celular pancreéatica AsPcl y se encontré que expresaba CD36.

Los niveles de CD36 también se midieron en células de cancer de ovario primarias derivadas de pacientes con
ascitis. La proteina CD36 fue detectable en todas las células de cancer de ovario primarias probadas (Figura
3).

Ejemplo 2
Métodos
Ratones y lineas celulares

Todo el trabajo con animales se realiza de acuerdo con un protocolo aprobado por el Comité Institucional de
Uso y Cuidado de Animales. Se obtuvieron C57BL/6J de tipo silvestre y C57BL/6-Tg transgénico GFP (ACTB-
EGFP) 10sb/J a través de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). Los ratones SCID CB-17 se obtuvieron
a través de Charles River (Wilmington, MA).

Las lineas celulares PC3 y PC3M-LN4 se describieron previamente (14). Las lineas celulares de cancer de
mama humano MDA-MB-231 y MDA-MB-LM2 se describieron previamente (Ryu et al. PLoS one, 6, 2011). La
linea celular LLC/D122 de carcinoma de pulmén de Lewis murino (proporcionada por Lea Eisenbach,
Wiesmann Institute of Science, Rehovot, Israel) que expresa de manera estable RFP y luciferasa de luciérnaga
(Gupta GP, Massague J. Cancer metastasis: building a framework. Cell. 2006; 127: 679-95; Gao D, Nolan DJ,
Mellick AS, Bambino K, McDonnell K, Mittal V. Endothelial progenitor cells control the angiogenic switch in
mouse lung metastasis. Science. 2008; 319: 195-8; y Joyce JA, Pollard JW. Microenvironmental regulation of
metastasis. Nat Rev Cancer. 2009; 9: 239-52), se cultivan en DMEM complementado con suero bovino fetal al
10%.

Microarreglos de tejidos e inmunohistoquimica

Las muestras de archivo (muestras de prostatectomia radical o biopsias de metastasis) se recuperan de
archivos del Departamento de Patologia, The Gade Institute, Haukeland University Hospital. Las muestras de
prostatectomia fijadas con formalina se incrustaron en parafina y se estudiaron mediante secciones de etapas
de montaje completas a intervalos de 5 mm. Se construyeron microarreglos de tejido (TMA) seleccionando tres
nlcleos de tejido (0,6 mm de didmetro) del area de mayor grado del tumor en cada caso.

Se desparafinaron secciones delgadas de parafina (5 pm) del bloque de parafina de TMA con xileno/etanol
antes de la recuperacién del epitopo de microondas inducido por calor en tampén de citrato (pH 6,0) durante
20 minutos, y se incubaron con un anticuerpo CD36 durante 60 minutos a temperatura ambiente. La
inmunotincién se realiza con el equipo de tincién automatica DAKO con el método de polimero en cadena
EnVision (Dako Cytomation, Copenhague, Dinamarca) como sistema de deteccién. La localizacién del antigeno
se logra mediante la reaccién de diaminobencidina peroxidasa DAB, contratefiida con hematoxilina.
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La inmunotincién se estima semicuantitativamente y se obtiene un indice de tincién (SI) como producto de la
intensidad de tincién (0-3) y se calcula la proporcién de células tumorales inmunopositivas (<10% = 1, 10-50%
=2, > 50% = 3). El indice de tincién (intervalo 0-9) es una escala categérica, en la que se espera alguna
variacién dentro de cada categoria.

Inactivacién de CD36 en células tumorales

Los niveles de CD36 se reducen en lineas de células cancerosas utilizando vectores retrovirales o lentivirales
que codifican los mARN o ARNph que se dirigen a CD36. La eficiencia de inactivacién se prueba mediante
analisis de gPCR. El ARN total se extrae utilizando el kit de extraccién de ARN PicoPure (Arcturus) siguiendo
el protocolo del fabricante. EI ARN se convierte en ADNc utilizando la supermezcla de ADNc gScript™ (Quanta
Biosciences). La qPCR se realiza con cebadores y mezcla maestra iQTM SYBER Green (Biorad, Hercules,
CA). Un protocolo estandar de desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C durante
10 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos, seguido de una extension final a 72
°C durante 5 minutos y el analisis de la curva de fusién se aplica en un sistema en tiempo real CFX96 de BioRad
(BioRad) junto con el software Bio-Rad-CFX Manager. La abundancia relativa de cada transcripto en
comparacién con el control se calcula utilizando el método delta-Ct.

Ensayos de proliferacién celular in vitro

La proliferacién celular se mide usando el ensayo MTT (bromuro de 3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolio,
Sigma-Aldrich). Las células se siembran en 50 pl de medio de crecimiento en placas de cultivo de 96 pocillos
y se dejan adherir durante la noche. A continuacién, se afiadieron 50 yl de medio de crecimiento mas reactivos
de tratamiento concentrados dos veces. Después de cada punto de tiempo de tratamiento, se afiadieron a cada
pocillo 10 ml de solucién de MTT al 5% (tamponada en PBS). Las placas se incubaron durante 4 horas mas a
37 °C para permitir que el MTT se convirtiera metabédlicamente en cristales de formazéan en las mitocondrias
celulares. Los cristales de formazan se solubilizaron finalmente afiadiendo 100 pl de dodecilsulfato de sodio al
10% en N-N-dimetilformamida al 50% a cada pocillo de la microplaca. Se midieron las absorbancias a 550 y
680 nm (correspondientes a la sal de formazéan y longitudes de onda de referencia, respectivamente) usando
un lector de microplacas de colorimetria. Se utilizaron como controles los pocillos que contenian solo medio
completo. Cada experimento se realizd dos veces, usando seis réplicas para cada concentraciéon de farmaco.

Ensayo de metastasis, obtencién de imagenes de bioluminiscencia y analisis

Para la metastasis experimental, se inyectan ratones C57BL/6 de 7 semanas a través de la vena de la cola con
1 x 105 células LLC marcadas con luciferasa. Para inyecciones de células de cancer de mama ortotdpicas, se
inyectan 5 x 10° células MDA-MB-231 o su variante metastasica MDA-MB-LM2 en las almohadillas de grasa
de ratones SCID CB-17 en un volumen de 0,1 ml. El crecimiento del tumor y las metastasis pulmonares
(después de la reseccion del tumor primario) se controlaron mediante imégenes de bioluminiscencia de
animales vivos (Xenogen) una vez por semana. Para las inyecciones de células de cancer de préstata
ortotépicas, se inyectaron 2 x 106 LN4 o células viables en la glandula prostética de los ratones.

Para la determinacién in vivo de la carga metastasica, se anestesié a los ratones y se les inyectd
intraperitonealmente 75 mg/kg de D-luciferina (100 ul de 30 mg/ml en PBS). El crecimiento metastasico se
controlé a lo largo del tiempo utilizando imagenes de bioluminiscencia realizadas con ratones en posicién
supina 5 minutos después de la inyeccién de D-luciferina con un sistema Xenogen VIS acoplado al software
de adquisicion y analisis Living Image (Xenogen). Para los graficos BLI, se calculé el flujo de fotones para cada
ratén utilizando la misma regién circular de interés que abarca el térax del ratén.

Administracién del péptido Psap

Se tratan ratones de 8 semanas con un péptido Psap (tal como DWLPK (SEQ ID NO: 2), DWLP (SEQ ID NO:
3), 0 una versiéon modificada del mismo), diluido en PBS, a una dosis de 30 mg/kg/dia mediante inyeccién
intraperitoneal hasta por dos semanas.

Resultados
Los niveles de CD36 se miden en muestras de tejido de sujetos humanos con cancer.

Los niveles de CD36 se reducen en lineas de células cancerosas y estas lineas de células con CD36 reducido
se inyectan en ratones. A continuacién, se administra a los ratones un péptido Psap. Se controlan el crecimiento
tumoral y la carga metastasica. Se espera que la inactivacién de CD36 en las células cancerosas reduzca la
actividad anticancerigena de un péptido Psap in vivo.

Ejemplo 3
Métodos
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Salvo que se indique lo contrario, los métodos usados en el Ejemplo 3 son los mismos que los métodos usados
en los Ejemplos 1y 2. Las lineas celulares probadas para la expresién de CD36 fueron pancreéticas (AsPC1),
de ovario (DF-14 e ID-8), de mama (MDA-MB231 y LM2), de préstata (PC3, PC3-M-LN4, LN-CAP y LN-CAP-
LN3), de melanoma (B16-B16) y cancer de pulmén (LLC). Todas estas lineas celulares son conocidas en la
técnica y/o estan disponibles comercialmente.

Se trataron células de cancer de ovario que expresaban CD36 con control o trombospondina (Tsp-1, 100 ng,
500 ng 0 1000 ng) y se midié el porcentaje de células viables a las 0 horas o 48 horas.

Para el modelo de ratén con cancer de ovario, se inyectaron intraperitonealmente 1 millén de células de cancer
de ovario que expresan luciferasa. El tratamiento se inicié 17 dias después con cisplatino (4 mg/kg QOD), el
péptido Psap dWIP (SEQ ID NO: 47, 40 mg/kg QD), una combinacion de cisplatino y péptido Psap, o PBS QD.
La intensidad de la luciferasa se midi6 varios dias comenzando aproximadamente el dia 17 y se midi6 a lo largo
del tiempo.

Para el modelo de raton con cancer de pancreas, se inyectaron 1x10° células pancreaticas humanas AsPcl en
el pancreas de ratones SCID. Los ratones se trataron con un control o con el péptido Psap dW1P (SEQ ID NO:
47, 20 mg/kg/dia o 40/mg/kg/dia). El tratamiento comenzé el dia 25 y continu6 diariamente durante 21 dias. A
continuacion, se sacrificd a los ratones y se midi6 la masa del tumor primario. También se midié la presencia o
ausencia de ascitis.

Para el modelo de ratén con melanoma, se inyectaron células B16-B16 en ratones. Los ratones se trataron con
péptido Psap dW1P (SEQ ID NO: 47, 10 o 40 mg/kg) o control. El volumen del tumor se midié a lo largo del
tiempo hasta aproximadamente 20-25 dias después de la inyeccidn de células.

Resultados

Se ensayaron multiples lineas de células cancerosas para determinar la expresion de CD36. Se encontrd que
la proteina CD36 era detectable en todas las lineas celulares probadas, con niveles particularmente altos de
CD36 detectables en las lineas celulares AsPC1, DF-14, MDA-MB231 y PC3 (Figura 5).

Se demostré que las células de ovario que expresan CD36 eran sensibles a la muerte celular mediada por Tsp-
1 de una manera dependiente de la dosis (Figura 6).

Se inyectaron dos lineas celulares CD36 "altas" (células de cancer de ovario y células de cancer de pancreas
AsPC)y una linea celular CD36 "baja" (células cancerosas B16-B6) en ratones para estudiar los efectos de los
péptidos Psap sobre el crecimiento tumoral y metéstasis. Se encontré que los modelos de cancer de CD36
"alto" retrocedieron en respuesta al tratamiento con péptido Psap (Figura 5y 7). El modelo de cancer de ovario
también mostrd regresién de la enfermedad metastésica (Figura 5). El modelo de cancer de pancreas también
mostré inhibicién de la metéstasis porque solo 1 de 19 ratones tratados con un péptido Psap forma ascitis,
mientras que 4 de 10 ratones tratados con el control forma ascitis. En el modelo de melanoma CD36 "bajo", se
encontré que el tratamiento con un péptido Psap inhibia el crecimiento del tumor primario pero no provocaba
la regresion del tumor (Figura 8). Estos resultados muestran que los canceres CD36 "altos" tienen mas
probabilidades de responder fuertemente al tratamiento con péptido Psap (por ejemplo, regresién del tumor
primario y/o metastasis), mientras que los canceres CD36 "bajos" tienen mas probabilidades de tener una
respuesta més débil (por ejemplo, inhibicién de tumor primario en lugar de regresién).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar la respuesta de un sujeto al tratamiento con un péptido Psap, comprendiendo el
método: determinar un nivel de CD36 en una muestra obtenida de un sujeto que tiene céncer, en el que un
nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con un nivel de control indica que el sujeto responde a o
es probable que responda al tratamiento con un péptido Psap, en el que el péptido Psap consiste en la
secuencia de aminoécidos DWLPK (SEQ ID NO: 2) o una variante de sustitucién de aminoéacidos de la misma,
en el que la sustituciéon de aminoécidos es:

a) Tirosina (YY) por Triptéfano (W),

b) una sustitucién de aminoécidos por Leucina (L) seleccionada entre Valina (V) o Alanina (A), 0 un aminoacido
no canénico de tamafo similar, o un derivado de los mismos;

¢) Arginina (R) por Lisina (K);

d) un isémero D de acido aspartico (D) por un isémero L de &cido aspartico (D) y/o un isémero D de leucina (L)
por un isbmero L de leucina (L),

e) un isdmero D de triptéfano (W) por un isémero L de triptdfano (W) y/o un isémero D de prolina (P) por un
isémero L de prolina (P); o combinaciones de los mismos.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el nivel de CD36 en la muestra se determina mediante la
realizaciéon de un ensayo.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que el método comprende ademas:

identificar al sujeto con un nivel elevado de CD36 en la muestra en comparacién con el nivel de control como
sensible o con probabilidad de ser sensible al tratamiento con un péptido Psap.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el nivel de control es un nivel de CD36
de una célula o tejido no canceroso obtenido del sujeto que tiene el cancer; en el que el nivel de control es un
nivel de CD36 en una célula o tejido obtenido de un sujeto sano o una poblacién de sujetos sanos; o en el que
el nivel de control es un nivel predeterminado.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el nivel de CD36 es un nivel de proteina
CD36.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el cancer es cancer de préstata, cancer
de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén, leucemia, cancer de pancreas, glioblastoma multiforme,
astrocitoma o melanoma.

7. Una composicién para uso en el tratamiento de un sujeto con cancer caracterizado por un nivel elevado de
CD36 en una muestra en comparacién con un nivel de control, comprendiendo la composicién un péptido Psap,
en el que el péptido Psap consiste en la secuencia de aminoacidos DWLPK (SEQ ID NO: 2) o una variante de
sustitucién de aminoécidos de la misma, en el que la sustitucién de aminoacidos es:

a) Tirosina (YY) por Triptéfano (W),

b) una sustitucién de aminoécidos por Leucina (L) seleccionada entre Valina (V) o Alanina (A), 0 un aminoacido
no canénico de tamafo similar, o un derivado de los mismos;

¢) Arginina (R) por Lisina (K);

d) un isémero D de acido aspartico (D) por un isémero L de &cido aspartico (D) y/o un isémero D de leucina (L)
por un isbmero L de leucina (L),

e) un isdmero D de triptéfano (W) por un isémero L de triptdfano (W) y/o un isémero D de prolina (P) por un
isémero L de prolina (P); o combinaciones de los mismos.

8. La composicidn para uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que el nivel de control es un nivel de CD36
de una célula o tejido no canceroso obtenido del sujeto que tiene cancer; en la que el nivel de control es un
nivel de CD36 en una célula o tejido obtenido de un sujeto sano o una poblacién de sujetos sanos; o en la que
el nivel de control es un nivel predeterminado.

9. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que el nivel de CD36 es un nivel de
proteina CD36.
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10. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que el cancer es cancer de préstata,
cancer de mama, céncer de ovario, cancer de pulmoén, leucemia, cancer de pancreas, glioblastoma multiforme,
astrocitoma o melanoma.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 0 composicién para uso de acuerdo
con la reivindicacion 7, en el que el péptido Psap es un péptido ciclico.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o la composicién para uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en el que el aminoacido no canénico de tamafio similar
es metilvalina, metil-leucina o sarcosina.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o la composicién para uso de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7-12, en el que la muestra es una muestra de tumor.
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