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DESCRIPCION
Uso de adiponectina como marcador en la prediccion de infecciéon postoperatoria
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para la prediccién de infeccion postoperatoria usando adiponectina
como un marcador.

Antecedentes de la técnica

Con los aumentos en la proporcién de poblacion con obesidad en los ultimos afios, el tratamiento peri operatorio de
pacientes con obesidad se considera que se ha vuelto mas importante en el campo de la cirugia. Ademas de la
dificultad para realizar una operaciéon en si misma, la obesidad con frecuencia se complica con el denominado
sindrome metabolico tal como, ateroesclerosis, hipertensién y diabetes mellitus y tiene posibilidades altas de
complicaciones incluyendo infeccién postoperatoria. Por lo tanto, se piensa que la obesidad es un factor de riesgo
importante en las operaciones. Sin embargo, las influencias sobre el estrés quirdrgico en pacientes que tienen un
riesgo de este tipo y el riesgo de complicaciones postoperatorias no podian convertirse previamente en nimeros. Se
conoce que la adiponectina muestra niveles bajos en pacientes con sindrome de factor de riesgo multiple incluyendo
pacientes con obesidad. La medicion de adiponectina peri operatoria puede determinar las influencias sobre la
cirugia de pacientes con sindrome de factor de riesgo multiple.

Por otra parte, la invasion operatoria excesiva en el periodo peri operatorio algunas veces da resultados lamentables
en el paciente. La forma de controlar la generaciéon de citoquinas inflamatorias excesivas en una etapa temprana
después de la cirugia es importante para prevenir la aparicion de complicaciones postoperatorias, particularmente
infeccion postoperatoria. Aunque recientemente se ha comenzado mediante la introduccion de la mediciéon inmediata
de citoquinas en sangre en el tratamiento postoperatorio, puede ser importante para un método para el control de
citoquinas controlar Unicamente la reaccién excesiva y mantener la reaccion vital fundamental por si misma. Se
considera que el control mas detallado de citoquinas o el tratamiento personalizado que tiene en cuenta la diferencia
en la reaccion de cada individuo es necesario en el futuro. Por tanto, se ha solicitado de forma contundente un
marcador de estrés mas practico e infalible.

Ademas, los estudios sobre endotoxina se han conducido de forma activa en estudios en el campo biolégico y
tratamientos y estudios en el campo médico de los ultimos afios. Se ha dado atencién particularmente a la activacién
del sistema inmune y la accién de estimulos para la produccién de citoquinas. Estas acciones tienen una implicacién
marcada directamente en enfermedades tales como sepsis, insuficiencia hepatica, insuficiencia respiratoria, DIC e
insuficiencia organica multiple (MOF) y ha existido un interés considerable en las medidas frente a las mismas
durante mucho tiempo. Ademas, se ha revelado recientemente que la estimulacién de endotoxina crénica y las
citoquinas incluyendo TNF-a inducidas por esta estimulacién estan implicadas en las afecciones de enfermedades
médicas incluyendo higado graso y enfermedad intestinal inflamatoria.

Aunque se han desarrollado varias técnicas previamente como técnicas para neutralizacion o eliminaciéon de
endotoxinas, se han sefialado sus propios problemas. Por ejemplo, la terapia de reemplazo de globulina que usa
inmunoglobulina anti-polisacarido de nucleo de LPS no tiene un efecto preventivo suficiente sobre la infeccion y la
mejora en el indice de mortalidad atribuido a choque. La terapia de anticuerpo monoclonal frente a lipido A tampoco
es suficiente para la mejora en el indice de mortalidad atribuido a choque. Con avances en terapia de péptido
antibacteriano (péptido CAP18) encontrados a partir de neutréfilos humanos y ademas en el andlisis de sefiales a
través de un receptor especifico de endotoxina (TLR), se ha esperado la posibilidad de anticuerpos anti-TLR como
farmacos terapéuticos para choque de endotoxina. Sin embargo, ninguno de ellos ha conducido a una aplicaciéon
clinica. Ademas, una columna con polimixina B adsorbida, lo Unico que se usa clinicamente, emplea la circulacién
extracorpérea y como tal, presenta problemas asociados con rentabilidad, plaquetas en sangre disminuidas y asi
sucesivamente. Adicionalmente, no estaba claro si la columna mejora la citoquinemia, que basicamente constituye la
sepsis. Como se ha descrito anteriormente, las técnicas convencionales no son eficaces como técnicas para la
neutralizacion de endotoxinas. Por tanto, la mejora y desarrollo de las mismas se ha demandado de forma
contundente.

En su estudio, Keller et al. midieron los niveles de adiponectina, TNF-a e IL-6 en ser humano sano después de un
bolo intravenoso de endotoxina y en sujetos inyectados con solucién salina. Observaron que el descanso en un
estado de ayuno viene seguido de una disminucion en los niveles en plasma de adiponectina y que esta disminucién
no se observa en sujetos que reciben endotoxina (Keller P, Moller K, Krabbe KS, Pedersen BK (2003) Circulating
adiponectin levels Turing human endotoxaemia. Clin. Exp. Immunol. 134: 107-110).

Tanowitz et al. informaron que la infeccibn aguda in vivo con Trypanosoma cruzi estaba asociada con una
disminucion significativa de los niveles en suero de adiponectina (Tanowitz HB, Mukherjee S, Zhao D, Braunstein
VB, Combs TP, Scherer P (2003) American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 69 (3, Suppl.): 289).
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Sumario de la invencion

La invenciéon en su forma mas amplia se define mediante las reivindicaciones independientes 1 y 5; las
realizaciones preferidas se definen en las reivindicaciones dependientes 2-4,6y 7:

1. Un método in vitro para la prediccion de infeccién postoperatoria en seres humanos que comprende la
medicién del nivel de adiponectina en la sangre antes y después de la operacién y el célculo de una proporcién
del nivel de adiponectina después de la operacion al nivel de adiponectina antes de la operacion.

2. El método para la prediccién de infeccion postoperatoria en seres humanos de acuerdo con la reivindicacion
1, en el que la operacion es un tratamiento de trasplante.

3. El método para la prediccién de infeccion postoperatoria en seres humanos de acuerdo con la reivindicacion
1, en el que la infeccién esta implicada en sepsis, hipercitoquinemia o insuficiencia organica multiple.

4. Un método para medir estrés quirdrgico en un paciente con sindrome metabdlico usando el método para la
prediccion de infeccion postoperatoria en seres humanos de acuerdo con la reivindicacion 1.

5. Uso de adiponectina como un marcador en la prediccion de infeccion postoperatoria en seres humanos.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la adiponectina se usa como un marcador para sepsis,
hipercitoquinemia o insuficiencia organica multiple.

7. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6, en el que un nivel de adiponectina
disminuido en sangre después en comparacion con antes de la operacién es un marcador de infeccién.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 muestra un resultado del célculo de un valor promedio de la concentraciéon de
adiponectina en sangre después de cirugia y la desviacion tipica y es un grafico que muestra que el nivel de
adiponectina en sangre esta disminuido debido a invasion operatoria;

[Figura 2] La Figura 2 es un grafico que muestra un resultado de la comparacién entre un grupo con infeccién
(grupo positivo para el nivel de SLP en sangre) y un grupo negativo 10 dias después de la cirugia. El grafico
muestra que el nivel de adiponectina esta reducido significativamente en el grupo positivo a SLP después de la
cirugia en comparacion con antes de la cirugia; y

[Figura 3] La Figura 3 es un grafico que muestra que una concentracion fisiolégica de adiponectina neutraliza
una concentracién baja de LPS y endotoxina.

Mejor modo para realizar la invencion

La adiponectina es un factor endocrino especifico de tejido adiposo clonado por el inventor en el Instituto para la
Biologia Molecular y Celular, Universidad de Osaka (Maeda K et al.; Biochem Biophys Res Commun 221 (2): 286-9,
1996). Se ha revelado que su concentracion en sangre esta disminuida en individuos obesos y que incluso en el
mismo grado de obesidad, la adiponectina en sangre esta disminuida en enfermedades ateroescleréticas tales como
infarto de miocardio y angina de pecho y en diabetes mellitus (Maeda K et al.: Annual Review 2004, Internal
Secretion, Metabolism, p15-19). Por tanto, la adiponectina también se considera que es eficaz para comprender el
estado general antes y después de la cirugia en pacientes con el denominado sindrome metabdlico tal como
diabetes mellitus, hipertensién e hiperlipidemia.

Los presentes inventores han observado recientemente que la adiponectina directamente tiene la accién de inhibir la
actividad de endotoxina. La sangre después de la cirugia contiene endotoxina en una concentracion relativamente
elevada. Esto conduce a una concentracion disminuida de adiponectina que tiene la funcion de inhibir la activacion
de esta endotoxina. Esto se considera que es debido a que la adiponectina se consume como un neutralizador
enddgeno que actua sobre la endotoxina o porque la concentracion de adiponectina estd disminuida como un
resultado de la hipercitoquinemia provocada por endotoxina o infecciéon. Por tanto, es ain mas util para el control de
la condicion fisica prestar atencion a esta adiponectina en la supervision de invasiéon postoperatoria.

La endotoxina es un componente celular bacteriano Gram-negativo que tiene diversas bioactividades. Clinicamente,
la sepsis (endotoxemia) es bastante dificil de tratar y muestra tasa de mortalidad elevada debido a que aun esta
ausente una terapia eficaz para la enfermedad. Recientemente, los presentes inventores han creado un modelo de
peritonitis de rata y medido la adiponectina, endotoxina y TNF-a. en sangre. Como resultado, los presentes
inventores han observado que la endotoxina y el TNF-a en sangre estdn aumentados en este modelo de peritonitis
en comparacion con un grupo de control, mientras que la adiponectina en sangre esta disminuida significativamente
en el mismo y se encuentra en una relacion de imagen especular con TNF-a. Esto indica la posibilidad de que la
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adiponectina se consuma como un neutralizador endégeno que actia sobre la endotoxina en peritonitis, que es
hiperendotoxemia. Debido a que la inhibicion mutua de adiponectina y una citoquina inflamatoria TNF-a. se ha
informado in vitro, esta disminucién en la adiponectina puede ser una reaccion indirecta asociada con el aumento de
TNF-o activado por endotoxina. En cualquier caso, la adiponectina o un potenciador de la produccion de
adiponectina pueden ser capaces de convertirse en un avance importante en sepsis dificil de tratar.

La sangre después de la cirugia, particularmente después de la cirugia abdominal, se considera que contiene
endotoxina en una concentracién relativamente elevada. Los presentes inventores han medido los niveles de
adiponectina en sangre antes y después de la cirugia abdominal y han observado que el nivel de adiponectina en
sangre esta disminuido después de la cirugia en comparacién con antes de la cirugia y que el indice de esta
disminucion es elevado en casos complicados con enfermedad de infeccién postoperatoria. La medicién de los
niveles de adiponectina antes y después de la cirugia puede determinar el grado de estrés quirurgico y puede
proporcionar la prediccion de infeccion postoperatoria. Aunque se ha usado frecuentemente CRP clinicamente hasta
ahora como un marcador para la reaccién inflamatoria aguda postoperatoria, este marcador dificilmente puede
reflejar cambios de inflamacion real en tiempo real. Parece ser aun mas util para el tratamiento postoperatorio
compuesto principalmente de medidas frente a la infeccion prestar atencién no sélo a los comportamientos de
citoquinas inflamatorias y CRP sino mas bien al comportamiento de adiponectina que sirve como una citoquina
antiinflamatoria durante la inflamacién aguda incluyendo invasién postoperatoria. Esta técnica es util para una ruta
clinica que se ha introducido recientemente a nivel nacional en aquellos pacientes que pueden saber cuales son sus
propios programas de tratamiento o en qué etapa se encuentra el tratamiento. Simultaneamente, este método se
espera de forma marcada como una técnica que tiene un gran impacto sobre la medicina integral y la economia
médica. También es posible usar adiponectina para determinar un ciclo terapéutico para la prevencion de infeccién
postoperatoria, como en el caso de la consideracion del cambio de una subclase postoperatoria en una trayectoria
clinica.

La significancia de la medicion de adiponectina peri operatoria se resume como se ha descrito mas adelante. En
este contexto, el término “peri operatorio (periodo)” significa un periodo antes, durante y después de una operacion o
cirugia.

(1) Se puede evaluar el riesgo de sindrome metabdlico que no se ha convertido previamente en nimeros.

(2) La disminucion en el nivel de adiponectina en sangre después de la cirugia que refleja estrés quirargico y un
aumento en la citoquina inflamatoria TNF-a después de la cirugia sirve como un indice de estrés quirurgico.

(3) La infeccién postoperatoria se puede pronosticar con un grafico de correlacién del nivel de SLP en sangre y
adiponectina a los 10 dias después de la cirugia.

En este contexto, con respecto a (3), la administracién preventiva de agentes antimicrobianos después de la cirugia
esta basicamente limitada al dia de la cirugia y al dia siguiente en Europa y América, mientras que con frecuencia se
administran durante varios dias en Japén. Cuando se sospecha que el paciente tiene infeccion, se necesitan varios
dias para obtener el resultado del cultivo bacteriano, durante los cuales con frecuencia se continda la administracién
de agentes antimicrobianos. Actualmente, varios hospitales universitarios han iniciado ensayos clinicos a gran
escala para determinar si un nivel de SLP medido al dia siguiente de la cirugia se puede usar como un indice para la
presencia o ausencia de continuacién de administracion de agentes antimicrobianos durante los dias posteriores. El
uso de SLP, como se ha descrito anteriormente, apenas se ha iniciado en la prediccion de infeccion postoperatoria.

Esta vez se ha demostrado que el nivel de SLP en sangre 10 dias después de la cirugia esta relacionado con
adiponectina y que la adiponectina que refleja estrés quirtrgico también es Util para la predicciéon de infeccion peri
operatoria. Como se ha descrito anteriormente, también es posible usar la adiponectina para determinar un ciclo
terapéutico para la prevencion de infeccién postoperatoria, como en el caso de la consideraciéon del cambio de una
subclase postoperatoria en una trayectoria clinica (enfoque para control de proceso) a partir de, por ejemplo, la
medicién de los niveles de adiponectina antes y después de la cirugia.

La adiponectina objeto de la presente invencion no esta limitada particularmente por su tipo e incluye formas de
proteina de longitud completa y formas de proteina globular. Adicionalmente, un animal a partir del cual se obtiene la
adiponectina no esta particularmente limitado. Con el propésito del tratamiento postoperatorio para un ser humano,
se usa adiponectina humana como un marcador.

Un método para medir el marcador se puede llevar a cabo de acuerdo con un método convencional y los ejemplos
del mismo incluyen, aunque no estan limitados particularmente a, un método para realizar transferencia de western
con un anticuerpo especifico y un método que usa un kit de ELISA fabricado por Linco. Una muestra puede ser la
misma sangre o sangre de la cual se han eliminado los componentes corpusculares sanguineos o puede también
ser un concentrado de la misma.

El control de la invasidbn mostrado en la presente solicitud tiene por objeto la prediccion y el tratamiento temprano de
infeccion postoperatoria.
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Para el control de la invasion, las concentraciones de adiponectina en la sangre de un individuo que se tiene que
pronosticar se pueden comparar antes y después de la cirugia. En este contexto, al menos el 10% o mas,
preferentemente el 20% o mas, aun mas preferentemente el 30% o mas de aumento con respecto al valor de
concentracion de adiponectina en sangre antes de la cirugia deja claro que el individuo que se tiene que pronosticar
es susceptible a infeccién y sepsis, hipercitoquinemia e insuficiencia organica miltiple atribuida a estrés.

[Ejemplos]

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describirda mas especificamente con referencia a
los Ejemplos. Sin embargo, la presente invencion no tiene por objeto limitarse a lo mismos de ninguna manera.

Ejemplo 1

Las concentraciones de adiponectina en sangre antes y después de cirugia en 38 casos de cirugia abdominal (19
casos de macho y 19 casos de hembra) se midieron de acuerdo con un método convencional para calcular un valor
promedio de las mismas y la desviacion tipica. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1. Esto demuestra
que la concentracion de adiponectina en sangre esta disminuida debido a la cirugia abdominal. Las concentraciones
de adiponectina en sangre antes y después de la cirugia fueron 10 + 1,0 pg/ml y 8,1 + 0,9 ng/ml, respectivamente y
la concentracion de adiponectina después de la cirugia estaba reducida significativamente (p<0,0001) en
comparacion con antes de la cirugia.

Ejemplo 2

La proporcién de la concentracion de adiponectina en sangre después de la cirugia a la concentracion de
adiponectina en sangre antes de la cirugia (concentracion de adiponectina después de la cirugia/concentracion de
adiponectina antes de la cirugia) en 38 casos de cirugia abdominal se calcul6 y se compar6 entre un grupo positivo y
un grupo negativo para el nivel de SLP en sangre 10 dias después de la cirugia. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 2. La proporcion fue 0,71 + 0,05 en el grupo positivo para el nivel de SLP y 0,90 + 0,06 en el
grupo negativo y el grupo positivo mostré el valor significativamente bajo (p<0,03). Esto demuestra que la infeccién
peri operatoria se puede pronosticar midiendo las concentraciones de adiponectina en sangre antes e
inmediatamente después de la cirugia y que la proporcion de la concentracion de adiponectina en sangre después
de la cirugia a la concentracion de adiponectina en sangre antes de la cirugia es util para la prediccion de infeccién
peri operatoria atribuida a cirugia abdominal. En este contexto, el ensayo de SLP (plasma de larvas del gusano de la
seda) es un método para medir, en sangre, el valor total de B-glicano (obtenido de hongos) y péptidoglicano
(obtenido de cocos Gram-positivos y bacilos Gram-negativos), ambos de los cuales son componentes de la pared
celular bacteriana y se ha demostrado previamente que reflejan la translocacion bacteriana en la sangre
(Documento: Crit. Care. Med., 2002).

Ejemplo 3

Se prepararon soluciones acuosas de lipopolisacarido (lipopolisacarido obtenido de Escherichia Coli, 0111:B4, N° de
catalogo 4391, fabricado por Sigma) (concentraciones finales: 50 ng/ml, 5 ng/ml, 500 pg/ml y 50 pg/ml) y cada
alicuota de 100 pl de las mismas se mezcld con 100 ul de agua destilada o 100 pl de una solucién de 50 ug/ml de
adiponectina (adiponectina recombinante humana Techne, N° de Catalogo 21065X). Después de incubaciéon en un
bafio de termostato a 37°C durante 1 hora, las concentraciones de lipopolisacarido se midieron mediante ensayo de
tiempo turbidimétrico. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3. Esto demuestra que una concentraciéon
fisiolbégica de adiponectina neutraliza una concentracion baja de LPS.

Ejemplo 4

Se midieron las concentraciones de adiponectina en sangre antes y después de la cirugia en 30 casos de cirugia
abdominal (15 casos con infeccién postoperatoria y 15 casos sin infeccion postoperatoria). La proporciéon de la
concentracion de adiponectina en sangre después de la cirugia a la concentracién de adiponectina en sangre antes
de la cirugia fue 0,68 en los casos con infeccidn postoperatoria y 1,00 en los casos sin infeccion postoperatoria y se
demostré que esta proporcion era significativamente elevada en los casos con infeccion postoperatoria. Esto
demuestra que la medicién de los niveles de adiponectina antes y después de cirugia puede determinar el grado de
estrés quirlrgico y puede proporcionar la prediccion de infeccién postoperatoria.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con un método descrito en la presente invencién, la medicién de los niveles de adiponectina antes y
después de la cirugia puede determinar el grado de estrés quirtrgico y puede proporcionar la prediccion de infeccién
postoperatoria. Esta técnica es util para una trayectoria clinica que se ha introducido recientemente en muchos
hospitales en el sentido de que los pacientes pueden conocer como estan sus propios programas de tratamiento o
en qué etapa esta el tratamiento. Por tanto, este método se espera de forma marcada como una técnica que tiene un
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gran impacto sobre, por ejemplo, la medicina integral y la economia médica. Por tanto, la presente invencion es una
invencién bastante util en los campos de medicina, biologia y otros.
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para la prediccién de infecciéon postoperatoria en seres humanos que comprende medir el nivel
de adiponectina en la sangre antes y después de la operacion y calcular una proporcién del nivel de adiponectina
después de la operacion al nivel de adiponectina ante de la operacion.

2. El método para la prediccion de infeccion postoperatoria en seres humanos de acuerdo con la reivindicacién 1, en
el que la operacion es un tratamiento de trasplante.

3. El método de prediccién de infeccién postoperatoria en seres humanos de acuerdo con la reivindicacion 1, en el
que la infeccion esta implicada en sepsis, hipercitoquinemia o insuficiencia organica multiple.

4. Un método para medir estrés quirdrgico en un paciente con sindrome metabdlico usando el método para la
prediccion de infeccion postoperatoria en seres humanos de acuerdo con la reivindicacion 1.

5. Uso de adiponectina como un marcador en la prediccion de infeccién postoperatoria en seres humanos.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la adiponectina se usa como un marcador para sepsis,
hipercitoquinemia o insuficiencia organica multiple.

7. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5y 6, en el que un nivel de adiponectina disminuido
en sangre después en comparacién con antes de la operacién es un marcador de infeccion.
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[Figura 1]
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[Figura 2]
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[Figura 3]
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