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DESCRIPCION
Prediccion de la mortalidad y deteccion de enfermedades graves

Campo de la invencion

La invencion se refiere a procedimientos para predecir la mortalidad y detectar la presencia de una enfermedad
grave midiendo los niveles circulantes de ST2 solo o en combinacién con otros biomarcadores.

Antecedentes

La evaluacion clinica de sujetos, particularmente los que tienen sintomas no especificos tales como dolor toracico o
malestar, falta de aliento, nauseas, vomitos, eructos, sudoracion, palpitaciones, mareos, fatiga o desvanecimiento,
puede presentar desafios significativos, ya que no siempre son evidentes la causa y la gravedad de la afeccion del
sujeto. La decision de si tratar a un sujeto de manera agresiva o conservativa, o de si admitir al sujeto como un
paciente hospitalizado o enviarlo a casa, algunas veces puede tomarse Unicamente basandose en una evaluacion
clinica del médico o por “instinto visceral” en cuanto al estado real del individuo. Los biomarcadores que indican la
probabilidad de que un sujeto tenga un resultado adverso, por ejemplo mortalidad, y/o la presencia de enfermedad
grave mejorarian significativamente la capacidad del médico de tomar decisiones de tratamiento fundamentadas.

Sumario

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que los niveles en suero del biomarcador
ST2 (gen 2 expresado por estimulaciéon del crecimiento, también conocido como receptor de interleucina 1 tipo 1
(IL1RL-1)) puede usarse para predecir el resultado clinico, por ejemplo, la muerte, dentro de un periodo de tiempo
especifico, por ejemplo 30 dias, 3 6 6 meses, 0 un afio 0 mas, o para detectar la presencia de enfermedad grave,
independientemente de las causas subyacentes de los sintomas o del diagnéstico final. Los cambios en el nivel de
ST2 a lo largo del tiempo, por ejemplo, durante unos cuantos dias o mas, también pueden usarse para predecir el
resultado clinico, por ejemplo, en pacientes hospitalizados después de un acontecimiento agudo.

Los procedimientos descritos en el presente documento incluyen medir los niveles de ST2 asi como supervisar los
cambios en los niveles de ST2 a lo largo del tiempo (por ejemplo, relaciones) para proporcionar evaluaciones de
diagnostico y prondstico de pacientes, por ejemplo pacientes con sintomas no especificos, por ejemplo, pacientes
con disnea aguda y los que tienen dolor toracico.

La IL-33 se ha identificado como el ligando de ST2. De esta manera, la divulgacion incluye procedimientos para
evaluar a los pacientes mediante la supervision de los niveles de biomarcadores de ST2 y/o niveles de IL-33, asi
como de complejos ST2/IL-33, y las relaciones de complejos ST2:IL-33 con respecto a ST2 y/o IL-33 libres.

Ademas, los procedimientos pueden incluir el uso de procedimientos de diagndstico adicionales, incluyendo la
evaluacioén de la funcién de érganos y/o niveles de biomarcadores auxiliares tales como troponina (Tn, por ejemplo,
Tnl o TnT), péptido natriurético cerebral (BNP), proBNP, NTproBNP, péptido natriurético atrial (ANP), NT-proANP,
proANP, péptido C-reactivo (CRP), nitrdgeno de urea en sangre (BUN), dimeros-D (productos de degradacion de
fibrina reticulada, cuyo nivel se eleva después de la formacidon de un coagulo), albumina, enzimas de la funcién
hepatica, medidas de la funcion renal (por ejemplo, creatinina, tasa de aclaramiento de creatinina, o tasa de filtracion
glomerular) y/o endotoxina bacteriana. En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen medir ST2 y/o un
cambio en los niveles de ST2 a lo largo del tiempo ademas de BUN, NT-proBNP o BNP y/o Tnl.

De esta manera, en un aspecto, la invencion se refiere a procedimientos para evaluar el riesgo de muerte dentro de
un periodo de tiempo especifico de un afo, para un sujeto. Los procedimientos incluyen usar una muestra, por
ejemplo, sangre, suero, plasma, orina o un tejido corporal obtenido a partir del sujeto; determinar el nivel de
biomarcador de ST2 en la muestra; y comparar el nivel de biomarcador de ST2 en la muestra con un nivel de
referencia de ST2. Una comparacion del nivel de biomarcador de ST2 en la muestra frente a la referencia indica el
riesgo del sujeto de muerte dentro del periodo de tiempo especifico. El periodo de tiempo especifico es un afio.

En algunas realizaciones, el nivel de referencia representa un nivel en un sujeto que tiene bajo riesgo de muerte
dentro de un afio. En algunas realizaciones, por ejemplo, en las que el nivel de biomarcador de ST2 se mide usando
un inmunoensayo, por ejemplo, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), por ejemplo, como se
describe en el Ejemplo 1, el nivel de referencia de ST2 esta comprendido entre aproximadamente 0,2 y 0,3 ng/ml de
suero, por ejemplo, el nivel puede ser 0,20, 0,23, 0,25, 0,27, o 0,29 ng/ml de suero, y un nivel en la muestra que es
mayor o igual al nivel de referencia indica que el sujeto tiene un riesgo elevado, es decir, elevado de una forma
estadisticamente significativa, de muerte dentro de un periodo de afio. Si se emplea una técnica analitica distinta del
ELISA descrito en el Ejemplo 1, el nivel de referencia de ST2 puede ser diferente del descrito en el presente
documento; los numeros especificos mencionados en el presente documento deben considerarse equivalentes a
numeros correspondientes generados usando otras técnicas analiticas. En algunas realizaciones, el riesgo elevado
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de muerte es al menos un 20% mayor, por ejemplo, un 30%, 40% o 50% mayor.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a procedimientos para determinar la gravedad de una o mas enfermedades,
por ejemplo, la gravedad actual de enfermedades, en un sujeto. Los procedimientos incluyen obtener una muestra a
partir del sujeto; determinar un nivel de biomarcador de ST2 y/o IL-33 en la muestra; y comparar el nivel de
biomarcador de ST2 y/o IL-33 en la muestra con un nivel de referencia de ST2 y/o IL-33. El nivel de biomarcador de
ST2 y/o IL-33 en la muestra en comparacion con la referencia indica si la enfermedad o enfermedades que tiene el
sujeto son graves, por ejemplo, ponen en riesgo la vida.

En otro aspecto, la divulgacion incluye procedimientos para supervisar el estado de un sujeto, por ejemplo, para
decidir si un sujeto ha mejorado, por ejemplo, ha mejorado lo suficiente como para salir del hospital. Los
procedimientos incluyen determinar un primer nivel de biomarcador de ST2 y/o IL-33 en el sujeto, por ejemplo, un
nivel basal; y determinar al menos un nivel posterior de biomarcador de ST2 y/o IL-33 en el sujeto, por ejemplo, un
nivel de tratamiento. Después se comparan el primer nivel y los niveles posteriores. Si el nivel de biomarcador de
ST2 y/o IL-33 se reduce lo suficiente, por ejemplo, de una forma estadisticamente significativa, o al menos en un 5%,
10%, 15%, 20% o mas, desde el primer nivel a los niveles posteriores, entonces es probable que el estado del sujeto
esté mejorando y, si uno o los dos niveles son suficientemente bajos, por ejemplo, estan por debajo de un umbral
seleccionado, entonces puede darse el alta al sujeto, por ejemplo, para el tratamiento como paciente externo.

Los procedimientos incluyen determinar el nivel de ST2 que indica el riesgo de un sujeto, y opcionalmente
seleccionar o modificar el tratamiento para el sujeto, basandose en la relacion del primer nivel de ST2, por ejemplo,
un nivel basal, con respecto al segundo nivel de ST2, por ejemplo, un nivel tomado algun tiempo después, por
ejemplo, uno, dos, tres, cuatro o mas dias después. Por ejemplo, si el segundo nivel de ST2 es mas que un
porcentaje seleccionado del primer nivel, entonces el sujeto tiene un alto riesgo y debe tratarse de manera mas
agresiva; si el sujeto ya se esta tratando, entonces el sujeto no esta respondiendo favorablemente al tratamiento
actual y debe seleccionarse un nuevo tratamiento, es decir, un tratamiento alternativo al que el paciente pueda
responder de manera mas favorable. Como un ejemplo, si el segundo nivel es aproximadamente un 85% o mas del
primer nivel (es decir, se ha reducido aproximadamente en un 15% o menos), el sujeto no esta mejorando y sigue
teniendo un alto riesgo de muerte.

En algunas realizaciones, el nivel de ST2 en un sujeto se compara con un nivel de referencia que representa un nivel
en un sujeto que no tiene enfermedad grave, por ejemplo, no tiene enfermedad o no tiene enfermedad aguda grave,
por ejemplo, cuando se mide usando un ELISA, por ejemplo, como se describe en el presente documento. El nivel
de referencia de ST2 puede estar comprendido entre aproximadamente 0,2 y 0,3 ng/ml, por ejemplo, el nivel puede
ser de aproximadamente 0,20, 0,23, 0,25, 0,27 o0 0,29 ng/ml de suero o plasma (como se ha indicado anteriormente,
los umbrales mencionados en el presente documento se aplican cuando se usa un procedimiento ELISA como se
describe en el presente documento; otros nimeros de umbral pueden considerarse equivalentes a estos nimeros
cuando se determinan usando un procedimiento diferente). Un nivel en la muestra que es mayor o igual al nivel de
referencia indica que el sujeto tiene una o mas enfermedades graves, por ejemplo, enfermedades actuales.

En algunas realizaciones, el nivel de referencia representa un sujeto con un cierto pronéstico. Por ejemplo, cuando el
nivel de ST2 se mide usando un ELISA, por ejemplo, como se describe en el presente documento en el Ejemplo 1, el
nivel de referencia puede usarse para determinar el prondstico como se indica a continuaciéon: un ST2 <
aproximadamente 0,2 o 0,23 ng/ml indica que el sujeto tiene un buen prondstico, por ejemplo, es probable que se
recupere; un ST2 de aproximadamente 0,2 6 0,23 ng/ml a 0,7 ng/ml (o un equivalente del mismo) indica que el sujeto
tiene un mal prondstico, es decir, es menos probable que se recupere. Finalmente, un ST2 mayor de 0,7 ng/ml indica
un prondstico muy malo, por ejemplo, no es probable que el sujeto se recupere. En esta realizacién, un pronéstico
malo indicaria que el paciente tiene riesgo de muerte o de desarrollar una enfermedad mas grave dentro de un
periodo de un afo que posiblemente requiera la admision en un hospital. Un prondstico muy malo indica que el
paciente tiene una alta probabilidad de muerte o de desarrollar una enfermedad mas grave en un periodo de 90 dias
que posiblemente requiera la admision en un hospital. En un estudio, pacientes con un nivel de ST2 mayor de 0,7
ng/ml tuvieron una tasa de mortalidad mayor del 30%.

En algunas realizaciones, el sujeto presenta uno o mas sintomas no especificos, por ejemplo, dolor o malestar
toracico, falta de aliento (disnea), nauseas, vomitos, eructos, sudoracién, palpitaciones, mareos, fatiga y
desvanecimiento. En algunas realizaciones, el sintoma es disnea o dolor toracico.

En algunas realizaciones, el sujeto no tiene un trastorno cardiovascular. En diversas realizaciones, el sujeto tiene un
trastorno pulmonar, por ejemplo infeccion aguda (por ejemplo, neumonia), enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) y embolia pulmonar.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene un trastorno hepatico, por ejemplo, un trastorno hepatico asociado con
quimioterapia, toxicidad alcohdlica o toxicidad de drogas como se determina por ensayos del laboratorio
convencionales de la funcion hepatica.
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En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen ademas determinar el nivel de un biomarcador auxiliar (no
ST2, no IL-33), por ejemplo, troponina, NT-proBNP, BNP, proBNP, NT-proANP, proANP, ANP, CRP, dimeros-D,
BUN, albumina, enzimas de la funcion hepatica, medidas de la funcién renal, por ejemplo, creatinina, tasa de
aclaramiento de creatinina o tasa de filtracion glomerular, y/o endotoxina bacteriana, en la muestra; y comparar el
nivel del biomarcador auxiliar en la muestra con un nivel de referencia del biomarcador auxiliar. El nivel del
biomarcador auxiliar en la muestra en comparacién con la referencia, en combinacién con el nivel de ST2 en la
muestra en comparacion con un nivel de referencia de ST2, indica si el sujeto tiene un riesgo elevado de muerte
dentro de un periodo de tiempo especifico, y/o tiene una enfermedad actual grave. En algunas realizaciones, los
procedimientos incluyen determinar un cambio en los niveles a lo largo del tiempo (por ejemplo, una relacién) para el
biomarcador auxiliar, comparando un primer nivel, por ejemplo, un nivel basal, con un segundo nivel, por ejemplo, un
nivel tomado algun tiempo después, por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro o mas dias después. En realizaciones en las
que se calcula una relacion de ST2, también puede calcularse una relacion de un biomarcador auxiliar, por ejemplo,
basandose en el mismo periodo de tiempo que la relacion de ST2.

En algunas realizaciones, el sujeto tiene un IMC de 25-29, un IMC de = 30, o insuficiencia renal, por ejemplo, el
sujeto se selecciona basandose en que tiene un IMC de 25-29, un IMC de = 30 o insuficiencia renal.

En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen determinar un nivel de ST2 y un nivel de IL-33 en la muestra;
determinar una relacion de ST2:IL-33 en la muestra; y comparar la relaciéon de ST2:IL-33 con una relacion de
referencia. La relacién de ST2:IL-33 en la muestra en comparacion con la relacion de referencia indica si el sujeto
tiene un riesgo elevado de muerte dentro de un periodo de tiempo especifico y/o tiene enfermedad grave actual.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona procedimientos para evaluar el riesgo de muerte dentro de un periodo de
tiempo especifico de un afio, por ejemplo, para un sujeto que presenta uno o mas sintomas no especificos. Los
procedimientos incluyen obtener una muestra del sujeto; determinar un nivel de biomarcador de ST2 en la muestra y,
opcionalmente, un nivel de NT-proBNP, proBNP o BNP en la muestra; y comparar el nivel de ST2 en la muestra y el
nivel de NT-proBNP en la muestra (si se determina) con niveles de referencia correspondientes. El nivel de ST2 en la
muestra, y el nivel de NT-proBNP, proBNP o BNP en la muestra, en comparacién con los niveles de referencia
respectivos, indica el riesgo de muerte del sujeto dentro del periodo de tiempo especifico.

En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen determinar niveles de (i) NT-proBNP, proBNP o BNP vy (ii) ST2
en la muestra. En algunas realizaciones, el riesgo de muerte del sujeto en un afio es el siguiente:

ST2 < 0,20 ng/ml ST2 2 0,20 ng/ml
NT-proBNP < 986 pg/ml Riesgo minimo Riesgo medio
NT-proBNP = 986 pg/ml Riesgo medio Riesgo maximo

En ciertas realizaciones, si el sujeto tiene el maximo nivel de riesgo de muerte o readmision en el hospital, el sujeto
se trata de manera agresiva.

En un aspecto adicional, la divulgacion incluye procedimientos para supervisar el estado de un sujeto, por ejemplo,
para decidir si un sujeto ha mejorado, por ejemplo, ha mejorado lo suficiente para salir del hospital. Los
procedimientos incluyen determinar un primer nivel de (i) un biomarcador no ST2, por ejemplo, NT-proBNP, proBNP
o BNP vy (ii) ST2 y/o IL-33 en el sujeto, por ejemplo, un nivel basal; y determinar al menos un nivel posterior de (i) el
biomarcador no ST2, por ejemplo, NT-proBNP, proBNP o BNP vy (ii) ST2 y/o IL-33 en el sujeto, por ejemplo, un nivel
de tratamiento. Después, se comparan el primer nivel y los niveles posteriores. Si el nivel de ST2 y/o IL-33 se reduce
desde el primer nivel a los niveles posteriores, entonces es probable que el sujeto esté mejorando vy, si el nivel es
suficientemente bajo, entonces el sujeto ha mejorado, por ejemplo, ha mejorado lo suficiente como para recibir el
alta, por ejemplo, para un tratamiento como paciente externo. En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen
determinar al menos un primer, segundo y tercer nivel de (i) un biomarcador no ST2, por ejemplo, NT-proBNP,
proBNP o BNP y (ii) ST2 y/o IL-33 en el sujeto, y comparar los niveles. Una diferencia entre los niveles indica si el
sujeto ha mejorado lo suficiente como recibir el alta. De esta manera, por ejemplo, la decisién de abandonar o
continuar el tratamiento como un paciente hospitalizado puede tomarse como se indica a continuacion:

ST2 > umbral ST2 < umbral
BNP > umbral Prondstico muy malo, requiere tratamiento El paciente aun puede necesitar
intensivo, sin alta tratamiento, prondstico favorable,
posiblemente alta como paciente externo
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BNP < umbral Prondstico malo, el paciente puede tener Buen prondstico
enfermedades que compliquen la situacion, si
se da el alta supervisar de cerca

En algunas realizaciones, el umbral para ST2 es 0,2 ng/ml y el umbral para BNP es 986 pg/ml.

También se divulgan en el presente documento kits que incluyen uno o mas anticuerpos que se unen
especificamente a ST2 y uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a NT-proBNP, e instrucciones para
realizar uno o mas de los procedimientos descritos en el presente documento.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona procedimientos para evaluar el estado de un sujeto. Los
procedimientos incluyen obtener una muestra del sujeto; determinar un nivel de biomarcador de ST2 y/o IL-33 en la
muestra, y determinar la presencia o un nivel de uno o mas, por ejemplo, todos los demas biomarcadores siguientes:

(I) NT-proBNP, proBNP o BNP;

(ii) NT-proANP, proANP o ANP;

(iii) troponina cardiaca (cTn), por ejemplo, cTnl;

(iv) dimeros-D;

(v) proteina C-reactiva (CPR);

(vi) creatinina, tasa de aclaramiento de creatinina o tasa de filtraciéon glomerular;
(vii) nitrégeno ureico en sangre (BUN);

(viii) endotoxina bacteriana;

(ix) una 0 mas enzimas de la funcion hepatica; y

comparar los niveles de ST2 y/o IL-33 en la muestra, y el nivel de uno o mas biomarcadores distintos en la muestra,
con los niveles de referencia correspondientes. El nivel de ST2 en la muestra, y el nivel del otro biomarcador en la
muestra, en comparacion con los niveles de referencia, indican la gravedad de la afeccion del sujeto. La invencion
proporciona un procedimiento que implica medir ST2 y BUN, tal como se define en la reivindicacion 14.

En algunas realizaciones, los procedimientos descritos en el presente documento incluyen medir niveles de
relaciones de ST2 en combinacién con BNP o NT-proBNP; con troponina, por ejemplo, Tnl o TnT, o con una medida
de la funcion renal, por ejemplo, creatinina, tasa de aclaramiento de creatinina o tasa de filtracién glomerular.

En otro aspecto, la divulgacion incluye procedimientos para evaluar la eficacia de un tratamiento en un sujeto. Los
procedimientos incluyen determinar un primer nivel (por ejemplo, basal) de ST2 y/o IL-33 circulante en un sujeto;
comparar el primer nivel de ST2 y/o IL-33 circulante en el sujeto con un nivel de referencia predeterminado;
seleccionar el sujeto si el primer nivel de ST2 esta por encima del nivel de referencia predeterminado; administrar un
tratamiento al sujeto; determinar un segundo nivel de ST2 y/o IL-33 circulante en el sujeto; y comparar el primer y
segundo niveles de ST2 y/o IL-33 circulante. Una diferencia entre el primer y segundo niveles de ST2 y/o IL-33
circulante indica la eficacia del tratamiento en el sujeto. Por ejemplo, un segundo nivel de ST2 y/o IL-33 circulante
que es menor que el primer nivel indica que el tratamiento es eficaz.

Como se usa en el presente documento, una “muestra” incluye cualquier fluido o tejido corporal, por ejemplo, uno o
mas de sangre, suero, plasma, orina y tejido corporal. En ciertas realizaciones, una muestra es una muestra de
suero, plasma o sangre.

Un anticuerpo que “se une especificamente a” un antigeno, se une preferentemente al antigeno en una muestra que
contiene otras proteinas.

Los procedimientos y kits descritos en el presente documento tienen varias ventajas. Por ejemplo, los procedimientos
pueden usarse para determinar si un paciente debe admitirse o mantenerse como paciente hospitalizado para una
evaluacion adicional, independientemente de si se ha realizado un diagndstico definitivo. Por ejemplo, los
procedimientos pueden usarse para la estratificacion del riesgo de un sujeto dado, por ejemplo, para tomar
decisiones en relacion con el nivel de agresividad del tratamiento que es apropiado para el sujeto, basandose en sus
niveles de ST2. Las mejores decisiones de tratamiento pueden llevar a una menor morbilidad y mortalidad, y una
mejor asignacion de recursos sanitarios escasos. Los procedimientos descritos en el presente documento pueden
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usarse para realizar evaluaciones generales en cuanto a si un paciente debe ensayarse adicionalmente para
determinar un diagnéstico especifico. Los procedimientos descritos en el presente documento también pueden
usarse para la estratificacion del riesgo de una poblacién de pacientes, por ejemplo, para proporcionar informacion
sobre la semiologia o la respuesta esperada a una intervencion terapéutica. Los procedimientos descritos en el
presente documento pueden usarse independientemente de la causa subyacente o diagndstico ultimo, y por lo tanto
no se limitan a indicaciones especificas.

A menos que se definn de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende cominmente por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencién. En el presente documento se describen procedimientos y materiales para uso en la presente invencion;
también pueden usarse otros procedimientos y materiales adecuados conocidos en la técnica. Los materiales,
procedimientos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes. En caso de conflicto, dominara la
presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
figuras, y a partir de las reivindicaciones.

Descripcién de los dibujos

La FIG 1 es un grafico que ilustra el analisis de la caracteristica operativa del receptor para ST2 y muerte
dentro de un afio. ST2 era util para este fin, como se indica por la alta area bajo la curva (AUC).

La FIG 2 es un grafico de barras que ilustra las tasas brutas de muerte por medio de deciles de ST2 en la
cohorte del estudio de ProBNP Investigation of Dyspnea in the Emergency Department (investigacion de
ProBNP de disnea en el departamento de urgencias) (PRIDE). Se detecta un claro efecto umbral en el decil
5, correspondiente a una concentracion de ST2 de 0,23 ng/ml para el ensayo particular.

Las FIG 3A y 3B son un par de curvas de riesgo de Kaplan-Meier que representan las tasas de muerte
desde la presentacion hasta transcurrido un afio de seguimiento en pacientes con disnea, estratificados en
funcién de las concentraciones de ST2. Entre los pacientes disneicos con concentraciones de ST2 > 0,20
ng/ml, se observé una alta tasa de mortalidad en los dias siguientes a la presentacion, y que se extendia
hasta un afio completo desde la presentacion. Las tasas de muerte fueron similares entre los que tenian
(3A) y los que no tenian (3B) insuficiencia cardiaca aguda (todos los valores de p de rango logaritmico <
0,001).

La FIG 4 es un gréfico de barras que ilustra las tasas de mortalidad en funcién de las concentraciones de
marcador para NT-proBNP y ST2.

La FIG 5 es una curva operativa del receptor (ROC) de especificidad frente a sensibilidad, para el cambio
en ST2 (linea gris clara) y el cambio en BNP (linea oscura).

La FIG 6 es una combinacion de un grafico de barras y lineas. Las barras ilustran el porcentaje de
mortalidad en poblaciones con los niveles indicados de relaciones de BUN y ST2. La linea indica el nimero
de pacientes que estan en cada categoria.

La FIG 7A es un grafico de lineas de los valores medios de ST2 para los supervivientes (cuadrados de color
gris claro) y no supervivientes (rombos oscuros) cada dia de hospitalizacion.

Las FIG 7B-7D son graficos de caja y bigotes que encierran los percentiles 25 y 75 de los niveles de ST2
(7B), las concentraciones de BNP (7C) y NT-proBNP (7D), representadas frente al tiempo (mas de 6 dias
de hospitalizacion); S = supervivientes, D = difuntos.

La FIG 8 es un grafico de lineas de las relaciones de los valores de ST2 para los supervivientes (cuadrados
de color gris claro) y no supervivientes (rombos oscuros) en comparacion con el nivel basal (préximo a la
admision) en cada dia de hospitalizacion.

La FIG 9 es una ROC para la capacidad de ST2 de predecir la muerte en un afio en sujetos PRIDE con un
diagnéstico pulmonar. Area abajo ROC = 0,73; IC 95% = 0,62-0,83; P < 0,0001; corte 6ptimo: 0,20 ng/ml;
sensible 88%, especifico 52%; PPV = 22%; NPV = 96%.

La FIG 10 es un grafico de cajas que ilustra la correlacion entre las concentraciones de ST2 y el riesgo de
muerte en un afio en sujetos PRIDE con un diagnodstico pulmonar.

La FIG 11 es un gréfico de lineas que ilustra la tasa de mortalidad en funcion de la concentracion de ST2 en
sujetos PRIDE con un diagnéstico pulmonar. P < 0,001.
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Las FIG 12A-B son graficos de cajas que ilustran la tasa de filtracion glomerular media (GFR, 12A) y los
niveles de ST2 (12B) en una poblacién de 133 sujetos con insuficiencia renal de moderada a grave.

La FIG 13 es un grafico de barras que ilustra la distribucidon de los niveles de ST2 en la poblacién descrita
en el Ejemplo 8.

Descripicion detallada

La evaluacion clinica de pacientes, particularmente pacientes con sintomas no especificos tales como disnea o dolor
toracico, con frecuencia supone un desafio. Los resultados descritos en el presente documento proporcionan
pruebas de que ST2 es util para la evaluacidon del prondstico de pacientes, independientemente de la causa
subyacente de su enfermedad. ST2 es un indicador poderoso de enfermedad grave y de muerte inminente, como se
demuestra en el presente documento en varias poblaciones completamente diferentes con sintomas completamente
diferentes (véanse los Ejemplos 1-6).

Prediccion de la Mortalidad

Las concentraciones elevadas de ST2 son notablemente predictivas de muerte en un afio, con una divergencia
espectacular en las curvas de supervivencia para los que tienen un nivel elevado de ST2 poco después de la
presentacion, independientemente del diagndstico subyacente. Como ejemplo, existe una relacién espectacular entre
las elevaciones de ST2 y el riesgo de mortalidad dentro del afio después de la presentacion con disnea. La relacion
entre ST2 y muerte en pacientes con disnea era independiente del diagnéstico, y suplantaba a todos los demas
biomarcadores de prediccion de mortalidad en esta situacion, incluyendo otros marcadores de inflamacion,
mionecrosis, disfuncion renal y, mas particularmente, NT-proBNP, un marcador descrito recientemente como un
marcador que tiene un valor de prediccién de muerte en esta poblacion (Januzzi y col., Arch. Intern. Med. 2006;
166(3):315-20). De hecho, la mayor parte de la mortalidad en el estudio se concentré entre sujetos con niveles
elevados de ST2 en la presentacion; sin embargo, la combinacién de un nivel elevado de ST2 y NT-proBNP estaba
asociada con las maximas tasas de muerte en un afio.

Esta estrategia multimarcador para la estratificacion del riesgo se ha propuesto para pacientes con sindromes
coronarios agudos (Sabatine y col., Circulation 2002; 105(15):1760-3), pero esta estrategia aun no se ha propuesto
para la evaluacion del paciente con sintomas no especificos tales como disnea indiferenciada o queja general de
dolor toracico.

Determinacién de la gravedad de la enfermedad

Las concentraciones elevadas de ST2 se correlacionan con la presencia de enfermedad grave en un sujeto,
independientemente de la cusa subyacente de la enfermedad. Como ejemplo, en una poblacién de pacientes que
presentan dolor toracico, los maximos niveles de enfermedad se asociaron con enfermedad grave incluyendo
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), linfoma, sepsis, abuso de alcohol y embolia pulmonar (véase el
Ejemplo 5).

Por lo tanto, para sujetos no diagnosticados, los procedimientos descritos en el presente documento pueden usarse
para determinar lo agresivo que debe buscarse un diagnéstico; un alto nivel de ST2 indicaria la presencia de
enfermedad grave, y sugeriria que el sujeto debe tratarse como un caso de alto riesgo. Para sujetos con un
diagnoéstico conocido, los procedimientos descritos en el presente documento pueden usarse para ayudar a
determinar la gravedad de la patologia subyacente; de nuevo, un mayor nivel de ST2 esta asociado con una
enfermedad mas grave.

Metodologia General

En general, los procedimientos descritos en el presente documento incluyen la evaluacion de los niveles circulantes
(por ejemplo, niveles en sangre, suero, plasma, orina o tejido corporal) de ST2 y/o IL-33 en un sujeto, por ejemplo,
un mamifero, por ejemplo, un ser humano. Estos niveles proporcionan informacién en relacién con la probabilidad de
que el sujeto experimente un resultado adverso, por ejemplo mortalidad, por ejemplo, dentro de un periodo de tiempo
especifico, por ejemplo, 30 dias, 60 dias, 90 dias, 6 meses, un afo, dos afios, tres afos o cinco afios. Estos niveles
también proporcionan informacién en relaciéon con la gravedad de la enfermedad en el sujeto. En algunas
realizaciones, el nivel de ST2 y/o IL-33 se determina una vez, por ejemplo, en la presentacion. En algunas
realizaciones, el nivel de ST2 y/o IL-33 se determina 2, 4, 6, 8, 12, 18 y/o 24 horas, y/o 1-7 dias después del inicio de
los sintomas. Cuando se determina mas de un nivel, puede calcularse una relacion de ST2 que cuantifica si y cuanto
ha aumentado o disminuido el nivel de ST2 en el sujeto.

En algunas realizaciones, el nivel de ST2 y/o IL-33 se determina mas de una vez; en este caso puede usarse la
mayor medicion, o la medicién mas reciente. En realizaciones en las que se determina el nivel de ST2 y/o IL-33 mas
de una vez, puede usarse el nivel maximo, o puede determinarse y usarse la diferencia entre los niveles (es decir, la
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magnitud y direccién de la diferencia). De esta manera, puede determinarse una relacion de ST2 que representa el
cambio (por ejemplo, la magnitud y direccién, por ejemplo, aumento o reduccion) en los niveles de ST2 a lo largo del
tiempo, por ejemplo, durante el transcurso de unos pocos dias, por ejemplo, 3 dias 0 mas, o durante el transcurso de
semanas o meses; la relacion es indicativa del nivel de riesgo del sujeto y la presencia de enfermedad grave. Los
niveles de ST2 y/o IL-33 también pueden determinarse multiples veces para evaluar la respuesta del sujeto a un
tratamiento. Por ejemplo, un nivel de biomarcador de ST2 y/o IL-33 tomado después de la administraciéon de un
tratamiento, por ejemplo, una o mas dosis o ciclos de un tratamiento, puede comparase con niveles de ST2 y/o IL-33
antes de que se iniciara el tratamiento. La diferencia entre los niveles de ST2 indicaria si el tratamiento fue eficaz;
por ejemplo, una reduccién en los niveles de ST2 indicaria que el tratamiento fue eficaz. La diferencia entre los
niveles de ST2 puede usarse también para supervisar el estado de un sujeto, por ejemplo, para determinar si el
sujeto esta mejorando, por ejemplo, esta mejorando suficiente como para salir del hospital, 0 como para tratarse de
manera menos agresiva, 0 como para someterse al seguimientos a intervalos de tiempo mayores.

La evaluaciéon de los niveles circulantes de ST2 y/o IL-33 en un sujeto tipicamente incluye la obtencion de una
muestra bioldgica, por ejemplo, suero, plasma o sangre, del sujeto. Los niveles de ST2 y/o IL-33 en la muestra
pueden determinarse midiendo los niveles de polipéptido en la muestra, usando procedimientos conocidos en la
técnica y/o descritos en el presente documento, por ejemplo, inmunoensayos tales como ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA). Como alternativa, pueden medirse niveles de ARNm de ST2 y/o IL-
33, de nuevo usando procedimientos conocidos en la técnica y/o descritos en el presente documento, por ejemplo,
por PCR cuantitativa o analisis de transferencia Northern.

Una vez que se ha determinado el nivel o relaciéon de ST2 y/o IL-33, el nivel o relacion puede comparase con un nivel
o relacién de referencia. En algunas realizaciones, por ejemplo, cuando el nivel de ST2 se determina usando un
ELISA, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 1, el nivel de referencia representara un nivel umbral, por
encima del cual el sujeto tiene un mayor riesgo de muerte y/o tiene enfermedad grave. El nivel de referencia elegido
puede depender de la metodologia usada para medir los niveles de ST2. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
cuando se determinan niveles circulantes de ST2 soluble usando un inmunoensayo, por ejemplo, como se describe
en el presente documento, el nivel de referencia es de aproximadamente 0,20, 0,23 6 0,29 ng/ml de suero, y un nivel
de ST2 por encima del nivel de referencia indica que el sujeto tiene un mayor riesgo de muerte y/o tiene enfermedad
grave.

Cuando se ha determinado una relacion, por ejemplo, usando una primera y segunda mediciones de ST2, la relacién
de referencia representara una cantidad y direccion de cambio que indica si el sujeto tiene un mayor riesgo de
muerte y/o tiene una enfermedad grave. Como ejemplo, puede calcularse una relacion de ST2 basandose en una
primera medicion, por ejemplo, una medicion basal tomada cuando un sujeto se presenta para el tratamiento, por
ejemplo, en un DU, y una segunda medicién, por ejemplo, una medicion tomada aproximadamente de tres a cuatro
dias después. Si la relacion entre el primer y el segundo nivel de ST2 a lo largo del tiempo es de aproximadamente
0,85 o superior, es decir, los niveles de ST2 se han reducido menos de aproximadamente un 15% (o se han
mantenido igual o han aumentado), entonces el sujeto tiene un riesgo muy alto de muerte inminente. Las relaciones
por debajo de aproximadamente 0,85 (en las que los niveles de ST2 se han reducido mas de aproximadamente un
15%) indican que el sujeto tiene un menor riesgo de muerte inminente.

Esta informacion permite que el médico a cargo del tratamiento tome decisiones de tratamiento mas precisas; por
ejemplo, cuando los resultados de la determinacion indican que el sujeto tiene un nivel igual o superior a un nivel de
referencia, por ejemplo, por encima de aproximadamente 0,20 ng/ml, 0,23 ng/ml o 0,29 ng/ml de suero, o una
relacion por encima de una relacion de referencia, el sujeto puede admitirse en el hospital como un paciente
hospitalizado, por ejemplo, en un departamento de cuidados agudos o criticos. En algunas realizaciones, la
comparacion de ST2 con un nivel o relacion de referencia puede usarse para determinar el pronéstico de un sujeto.
Por ejemplo, cuando se mide el nivel de ST2 usando un ELISA, por ejemplo, como se describe en el presente
documento en el Ejemplo 1, el nivel de referencia puede usarse para determinar el prondstico como se indica a
continuacioén: un ST2 < aproximadamente de 0,20 ng/ml o 0,23 ng/ml indica que el sujeto tiene un buen prondstico,
por ejemplo, es probable que se recupere; un ST2 de aproximadamente 0,20 ng/ml o 0,23 ng/ml a aproximadamente
0,7 ng/ml indica que el sujeto tiene un mal prondstico, por ejemplo, es menos probable que se recupere. Finalmente,
un ST2 mayor de aproximadamente 0,7 ng/ml indica un pronéstico muy malo, por ejemplo, no es probable que el
sujeto se recupere. Como otro ejemplo, una relaciéon de un primer y segundo niveles de ST2 a lo largo del tiempo por
encima de aproximadamente 0,85 indica un mal prondstico, mientras que una relacion de aproximadamente 0,85 o
menor indica un buen prondstico.

Puede realizarse un ensayo adicional para determinar el estado real del sujeto. Puede administrarse un tratamiento
mas agresivo antes o después del ensayo adicional. Por ejemplo, en caso de que se sospeche IM, el sujeto puede
enviarse a estudios de formacion de imagenes mas extensos y/o cateterizacion cardiaca.

En algunas realizaciones, se determinan tanto los niveles de ST2 como de IL-33 y la informacién de la comparacion
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de ambos biomarcadores con sus niveles de referencia respectivos proporciona informacién acumulativa en relacién
con un mayor riesgo de muerte y/o la presencia de una enfermedad grave en el sujeto. En algunas realizaciones,
puede determinarse la relacién entre ST2 e IL-33 y puede compararse la relaciéon con una relaciéon de referencia que
representa una relacion umbral por encima de la cual el sujeto tiene un mayor riesgo de muerte y/o tiene una
enfermedad grave. En algunas realizaciones, se detecta la presencia de complejos IL-33/ST2 y el nivel de dichos
complejos es indicativo de riesgo de muerte y/o la presencia de enfermedad grave.

En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen el uso de procedimientos de diagnéstico adicionales para
identificar la patologia subyacente. Puede usarse cualquier procedimiento de diagndstico conocido en la técnica, y un
experto en la materia podra seleccionar procedimientos de diagndstico que sean apropiados para los sintomas del
sujeto. En algunas realizaciones, los procedimientos descritos en el presente documento incluyen otros
procedimientos de diagnéstico ademas o como alternativa a la medicion de otros biomarcadores, por ejemplo,
mediciones fisicas de la funcion pulmonar o funcién cardiaca como se conocen en la técnica.

Por ejemplo, los procedimientos descritos en el presente documento incluyen la medicion de los niveles de ST2 y/o
IL-33 y uno o mas biomarcadores adicionales que ayudan al diagnéstico del sujeto. Como ejemplo, para un sujeto
que tiene dolor toracico o disnea, pueden medirse biomarcadores indicativos de enfermedad cardiaca, por ejemplo,
troponina cardiaca (cTn), por ejemplo, cTnl, BNP y/o ANP; como alternativa o ademas, pueden medirse
biomarcadores de enfermedad pulmonar, por ejemplo, dimeros D de embolia pulmonar. De esta manera, en sujetos
que presentan sintomas que incluyen IM en su diagndstico diferencial, los procedimientos pueden incluir la medicién
de niveles de cTnl, BNP o NTproBNP o proBNP ademas de ST2 y/o IL-33, para determinar si el sujeto esta teniendo
un IM. En sujetos que presentan sintomas que incluyen insuficiencia cardiaca (IC) en su diagnéstico diferencial, los
procedimientos pueden incluir medir los niveles de BNP o NTproBNP o proBNP ademéas de ST2 y/o IL-33, para
determinar si el sujeto esta teniendo IC. En sujetos que presentan sintomas que incluyen EPOC en sus diagnosticos
diferenciales, los procedimientos pueden incluir la medicion de la funcién pulmonar ademas de los niveles de ST2 y/o
IL-33, para determinar si el sujeto tiene EPOC. Un experto en la materia apreciara que hay varios procedimientos de
diagnostico adicionales que pueden aplicarse, dependiendo de la situacion y del estado del sujeto. En algunas
realizaciones, los procedimientos incluyen medir los niveles de BUN, y la presencia de niveles elevados de BUN y
niveles elevados de ST2 pone al sujeto en la categoria de maximo riesgo.

ST2

El gen de ST2 es un miembro de la familia de receptores de interleucina-1, cuyo producto proteico existe como una
forma transmembrana y también como un receptor soluble que es detectable en suero (Kieser y col., FEBS Lett.
372(2-3): 189-93 (1995); Kumar y col., J. Biol. Chem. 270(46): 27905-13 (1995); Yanagisawa y col., FEBS Lett.
302(1): 51-3 (1992); Kuroiwa y col., Hibrydoma 19(2): 151-9 (2000)). Recientemente se describié que ST2 estaba
sensiblemente regulado positivamente en un modelo experimental de insuficiencia cardiaca (Weinberg y col.,
Circulation 106(23): 2961-6 (2002)), y los resultados preliminares sugieren que las concentraciones de ST2 pueden
estar elevadas en los pacientes con IC grave cronica (Weinberg y col., Circulation 107(5): 721-6 (2003)) asi como en
los pacientes con infarto de miocardio (IM) agudo (Shimpo y col., Circulation 109(18): 2186-90 (2004)).

Se cree que la forma transmembrana de ST2 juega un papel en la modulacion de las respuestas de células T
auxiliares de tipo 2 (Lohning y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95(12): 6930-5 (1998); Schimtz y col., Immunity
23(5): 479-90 (2005)), y puede jugar un papel en el desarrollo de tolerancia en estados de inflamaciéon grave o
cronica (Brint y col.,, Nat. Inmunol. 5(4): 373-9 (2004)), mientras que la forma soluble de ST2 esta regulada
positivamente en fibroblastos estimulados por el crecimiento (Yanagisawa y col., 1992, supra). Los datos
experimentales sugieren que el gen ST2 estd regulado positivamente de una forma sensible en estados de
estiramiento de miocitos (Weinberg y col., 2002, supra) de una manera analoga a la induccién del gen de BNP
(Bruneau y col., Cardiovasc. Res. 28(10): 1519-25 (1994)).

Tominaga, FEBS Lett, 258: 301-304 (1989) aislaron genes murinos que se expresaban especificamente por
estimulacién del crecimiento en células BALB/c-3T3; denominaron a uno de estos genes St2 (por Growth
Stimulation-Expressed Gene 2 (gen 2 expresado por estimulacién del crecimiento)). EI gen St2 codifica dos
productos proteicos: ST2, que es una forma secretada soluble; y ST2L, una forma de receptor transmembrana que
es muy similar a los receptores de interleucina-1. EI Comité de Nomenclatura de la HUGO denominé al homélogo
humano, cuya clonacién se describié en Tominaga y col., Biochim. Biophys. Acta. 1171: 215-218 (1992), receptor de
interleucina-1 tipo 1 (IL1 RL1). Los dos términos se usan indistintamente en el presente documento.

La secuencia de ARNm de la isoforma soluble mas corta de ST2 humano puede encontrarse en GenBank, NUmero
de Registro NM_003856.2, y la secuencia del polipéptido esta en el GenBank, Numero de Registro NM_003847.2; |la
secuencia de ARNm para la forma mas larga de ST2 humano estd en el GenBank, Numero de Registro
NM_016232.4; la secuencia polipeptidica esta en el GenBank, Numero de Registro NP_057316.3. Esta disponible
mas informacion en las bases de datos publicas en GenelD: 9173, MIN ID N° 601203 y UniGene N° Hs.66. En
general, en los procedimientos descritos en el presente documento, se mide la forma soluble del polipéptido ST2.
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En la técnica se conocen procedimientos para detectar y medir ST2, por ejemplo, como se describe en las
Publicaciones de Patente de Estados Unidos N° 2003/0124624, 2004/0048286 y 2005/0130136. También estan
disponibles en el mercado kits para medir el polipéptido ST2, por ejemplo, el kit ELISA de ST2 fabricado por Medical
& Biological Laboratories Co., Ltd. (MBL International Corp., Woburn, MA) N° 7638. Ademas, en la Publicacion de
Patente de Estados Unidos N° 2005/0250156 se describen dispositivos para medir ST2 y otros biomarcadores.

En algunas realizaciones, los procedimientos incluyen determinar la identidad de la secuencia de nucleétidos en
RefSNP ID: rs 1041973.

IL-33

IL-33 se identifico recientemente como el ligando de ST2, y se ha descrito la presencia de niveles aumentados de IL-
33 en diversos trastornos inflamatorios (véase Schmitz y col., Immunity 23(5): 479-90 (2005); Publicacion de Patente
de Estados Unidos N° 2005/0203046). En los procedimientos descritos en el presente documento, IL-33 puede
medirse en lugar o ademas de ST2. También puede determinarse la relaciéon entre ST2 e IL-33.

La secuencia de acido nucleico de IL-33 puede encontrarse en el GenBank, Numero de Registro NM_033439.2, y la
secuencia del polipéptido esta en el GenBank, Numero de Registro NP_254274.1. Esta disponible informacion
adicional en las bases de datos publicas en GenelD: 90865, MIM ID N° *608678, y UniGene N° Hs. 348390. IL-33
también se conoce como Fase 26 de Lectura Abierta del Cromosoma 9 (C9ORF26); Factor Nuclear de Vénulas del
Endotelio Alto (NFHEV); e Interleucina 33. Véase también Baekkevold y col., Am. J. Path. 163: 69-79 (2003).

En la técnica se conocen procedimientos para medir los niveles de IL-33, por ejemplo, véase Shmitz y col., Immunity
23(5): 479-90 (2005) y la Publicaciéon de Patente de Estados Unidos N° 2005/0203046.

Otros biomarcadores

Los procedimientos descritos en el presente documento también pueden incluir la medicién de niveles de otros
biomarcadores ademas de ST2 y/o IL-33. Los biomarcadores adecuados incluyen proBNP, NT-proBNP, BNP, NT-
proANP, proANP, ANP, troponina, CRP, IL-6, dimeros-D, BUN, enzimas de la funciéon hepatica, albumina, medidas
de la funcion renal, por ejemplo, creatinina, tasa de aclaramiento de creatinina o tasa de filtracion glomerular y/o
endotoxina bacteriana. En la técnica se conocen procedimientos para medir estos biomarcadores, véanse, por
ejemplo, las Publicaciones de Patente de Estados Unidos N° 2004/0048286 y 2005/0130136 de Lee y col., Dhalla y
col., Mol. Cell. Biochem. 87: 85-92 (1989); Moe y col., Am. Heart. J. 139: 587-65 (2000); Januzzi y col., Eur. Heart. J.
27(3): 330-7 (2006); Maisel y col., J. Am. Coll. Cardiol. 44(6): 1328-33 (2004); y Maisel y col., N. Engl. J. Med. 347(3):
161-7 (2002). Las enzimas de la funcién hepatica incluyen alanina transaminasa (ALT); aspartato transaminasa
(AST); fosfatasa alcalina (ALP); y bilirrubina total (TBIL).

En estas realizaciones, se determinan los niveles de ST2 y/o IL-33 y uno o mas biomarcadores adicionales, y la
informaciéon de la comparacién de los biomarcadores con sus niveles de referencia respectivos proporciona
informacion adicional con respecto al riesgo de muerte del sujeto y/o la presencia de una enfermedad grave en el
sujeto, lo cual puede proporcionar una informacion mas precisa y especifica en relaciéon con el riesgo del sujeto. Los
niveles después pueden compararse con una relacion de referencia que representa una relacion umbral por encima
de la cual el sujeto tiene mayor riesgo de muerte y/o tiene una enfermedad grave.

Como ejemplo, los procedimientos pueden incluir determinar los niveles de NT-proBNP y ST2. Los niveles indican el
riesgo de muerte del sujeto, por ejemplo, como se muestra en la Tabla 1A.

Tabla 1A: Riesgo de muerte basado en los niveles circulantes de NT-proBNP y ST2

ST2 < 0,20 ng/ml ST2 > 0,20 ng/ml
NT-proBNP < 986 pg/ml Riesgo minimo Riesgo medio
NT-proBNP > 986 pg/mi Riesgo medio Riesgo maximo

Como se muestra en la Tabla 1A, el riesgo minimo de muerte, por ejemplo, un riesgo de muerte no mayor que en
pacientes normales o individuos sanos, se produce cuando son bajos tanto los niveles de ST2 como los niveles de NT-
proBNP, y el riesgo maximo de muerte, es decir, un riesgo aumentado de una forma estadisticamente significativa,
por ejemplo, mayor que un riesgo de muerte aumentado el 20%, por ejemplo, un riesgo un 30%, 40% o 50% mayor
qgue en un paciente normal o individuo sano, se produce cuando son elevados los niveles tanto de ST2 como de NT-
proBNP.

Como otro ejemplo, los procedimientos pueden incluir la determinacion de los niveles de ST2 y BUN. Los niveles
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indican el riesgo de muerte del sujeto, por ejemplo, como se muestra en la Tabla 1B.

Tabla 1B: Riesgo de muerte basado en los niveles circulantes de BUN y ST2

ST2 < 0,20 ng/ml ST2 > 0,20 ng/ml
BUN < 40 mg/ml Riesgo minimo Riesgo medio
BUN > 40m g/ml Riesgo medio Riesgo maximo

Como se muestra en la Tabla 1B, el riesgo minimo de muerte, por ejemplo, un riesgo de muerte no mayor que en
pacientes normales o individuos sanos, se produce cuando son bajos tanto los niveles de ST2 como los de BUN, vy el
riesgo maximo de muerte, por ejemplo, un riesgo de muerte aumentado de una forma estadisticamente significativa, por
ejemplo, un riesgo mayor que un riesgo un 30%, 40% o 50% mayor que el de un paciente normal o individuo sano, se
produce cuando son elevados tanto los niveles de ST2 como los niveles de BUN.

Seleccion de un tratamiento agresivo frente a conservador

Una vez que se ha determinado que un sujeto tiene un nivel circulante de ST2 y/o IL-33 por encima de un nivel de
referencia predeterminado, la informacién puede usarse de una diversidad de formas. Por ejemplo, si el sujeto tiene
niveles de ST2 elevados, por ejemplo, en comparaciéon con un nivel de referencia, puede tomarse la decisién de tratar
agresivamente y el sujeto puede admitirse, por ejemplo, en un hospital para el tratamiento como un paciente hospitalizado,
por ejemplo, en un departamento de cuidados agudos o criticos. Los kits de ensayo portatiles pueden permitir al personal
médico de urgencias evaluar a un sujeto en el campo, para determinar si debe transportarse al DU. También pueden
realizarse decisiones de triaje, por ejemplo, en un DU u otro escenario clinico, basdndose en la informacion proporcionada
por un procedimiento descrito en el presente documento. Puede darse prioridad a los pacientes con niveles elevados de
ST2 y/o IL-33 con respecto a los que tienen menores niveles de ST2 y/o IL-33.

Los procedimientos descritos en el presente documento también proporcionan informacion en relacion a si un sujeto esta
mejorando, por ejemplo, estd respondiendo al tratamiento, por ejemplo, si un sujeto hospitalizado ha mejorado
suficientemente como para salir del hospital y someterse al seguimiento como un paciente externo. En general, estos
procedimientos incluiran la determinacion de los niveles de ST2 y/o IL-33 en el sujeto multiples veces. Una reduccion en
los niveles de ST2 y/o IL-33 a lo largo del tiempo indica que es probable que el sujeto esté mejorando. Los niveles mas
recientes de ST2 y/o IL-33 también pueden comparase con un umbral, como se describe en el presente documento, para
determinar si el sujeto ha mejorado suficientemente como para recibir el alta.

El sujeto también puede considerase para inclusion en un ensayo clinico, por ejemplo, de un tratamiento que lleva un
riesgo relativamente elevado. El sujeto puede tratarse con un régimen que lleva un riesgo relativamente mayor que el que
se consideraria apropiado para alguien que tiene un menor riesgo de mortalidad inminente, por ejemplo, mortalidad dentro
de un periodo de 30 dias o de 1 afio desde la presentacion.

Mas alla del escenario clinico, la informacioén en relacién con el nivel de ST2 y/o IL-33 de un sujeto puede usarse de otras
maneras, por ejemplo, para decisiones de pago por terceras partes pagadoras, o para el establecimiento de primas de
seguros médicos o de vida por los proveedores de seguros. Por ejemplo; puede usarse un alto nivel de ST2 y/o IL-33, por
ejemplo, un nivel por encima de un nivel umbral predeterminado para decidir aumentar las primas del seguro para el
sujeto.

Poblaciones de pacientes

Los procedimientos descritos en el presente documento son Utiles en una amplia diversidad de contextos clinicos. Por
ejemplo, los procedimientos pueden usarse para la exploracidon de la poblacién general, incluyendo la exploracion por
médicos, por ejemplo, en hospitales y clinicas de pacientes externos, asi como en el DU. Como un ejemplo, los niveles de
ST2 y/o IL-33 pueden determinarse en cualquier momento, y si esta elevado el nivel de ST2 y/o IL-33, el médico puede
actuar de manera apropiada.

Aunque los procedimientos descritos en el presente documento pueden usarse para cualquier sujeto en cualquier
momento, son particularmente Utiles para los sujetos para los que es dificil determinar un diagnéstico o la gravedad de una
afeccion. Por ejemplo, estos sujetos pueden presentar sintomas no especificos, por ejemplo, sintomas que no indican un
diagnéstico especifico. Los sintomas no especificos incluyen, pero sin limitacion, dolor toracico o malestar, falta de aliento,
nauseas, vomitos, eructos, sudoracién, palpitaciones, mareo, fatiga y desvanecimiento. Cada sintoma puede tener una
etiologia variada.
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Dolor toracico

El dolor toracico es la queja principal en aproximadamente el 1 al 2 por ciento de las visitas de pacientes externos, y
aunque la causa con frecuencia no es cardiaca, la enfermedad cardiaca sigue siendo la causa principal de muerte en los
Estados Unidos. Por lo tanto, la distincion entre causas graves y benignas del dolor toracico es crucial. Los procedimientos
descritos en el presente documento son Utiles para realizar esta determinacion.

Un sujeto que se presenta en el DU con dolor toracico puede tener dolor esofagico, una Ulcera, problemas pulmonares
agudos tales como una embolia pulmonar (EP) (potencialmente fatal), rotura de un aneurisma o aneurisma disecante
(altamente letal), ataque de vesicula biliar, pericarditis (inflamacion del saco que rodea el corazén), angina de pecho (dolor
cardiaco sin lesion) o un IM (potencialmente fatal). Puede ser dificil realizar inmediatamente un diagnéstico preciso, pero la
decision de si admitir al sujeto o tratarlo conservativamente generalmente debe tomarse de manera inmediata. Si los
procedimientos descritos en el presente documento indican que el sujeto tiene un mayor riesgo de un resultado clinico
adverso, por ejemplo, mortalidad inminente o enfermedad grave, entonces puede tomarse la decision de tratar al sujeto de
forma agresiva para prevenir potencialmente el resultado adverso.

Puede encontrarse informacion adicional sobre el tratamiento y diagnédstico del dolor toracico, por ejemplo, en Cayley, Am.
Fam. Phys. 72(10): 2012-2028 (2005).

Disnea

La disnea, o falta de aliento (también definida como una respiracion anormal o molesta) es un sintoma comun de sujetos
tras la presentacion en el DU. El diagnéstico diferencial de la disnea incluye cuatro categorias generales: (1) cardiaca, (2)
pulmonar, (3) cardiaca o pulmonar mixta y (4) no cardiaca o no pulmonar.

Las causas cardiacas de disnea incluyen insuficiencia cardiaca congestiva biventricular, derecha o izquierda con
disfuncion sistdlica resultante, arteriopatia coronaria, infarto de miocardio reciente o remoto, cardiomiopatia, disfuncion
valvular, hipertrofia del ventriculo izquierdo con disfuncién diastdlica resultante, hipertrofia septal asimétrica, pericarditis y
arritmias.

Las causas pulmonares incluyen procesos obstructivos (por ejemplo, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y
asma) y procesos restrictivos (por ejemplo causas extrapulmonares tales como obesidad, deformidades de la columna
vertebral o de la pared toracica y patologia pulmonar intrinseca tal como fibrosis intersticial, neumoconiosis, enfermedad
granulomatosa o enfermedad vascular del colageno).

Los trastornos cardiacos y pulmonares mixtos incluyen EPOC con hipertension pulmonar y cor pulmonale,
desacondicionamiento, embolia pulmonar y traumatismo.

Los trastornos no cardiacos o no pulmonares incluyen afecciones metabdlicas tales como anemia, cetoacidosis diabética y
otras causas menos comunes de acidosis metabdlica, dolor en la pared toracica o en otras partes del cuerpo, y trastornos
neuromusculares tales como esclerosis multiple y distrofia muscular. Los problemas rinolaringeos obstructivos incluyen
obstruccion nasal debido a pdlipos o desviacion septal, amigdalas agrandadas y estrechamiento de las vias respiratorias
supragléticas o subgléticas.

También puede presentarse disnea como una manifestacion somatica de trastornos psiquiatricos, por ejemplo, un
trastorno de ansiedad con hiperventilacion resultante.

Puede encontrarse otra informacion en relacion con la evaluacion y el tratamiento de disneas, por ejemplo, en Morgan y
Hodge, Am. Fam. Phys. 57(4): 711-718 (1998).

Poblaciones especiales

Ciertas poblaciones de sujetos pueden beneficiarse de forma particular de los procedimientos descritos en el presente
documento. Estos sujetos incluyen personas para las que es menos util BNP o NT-proBNP, tales como en aquellas que
tienen una funcién renal alterada (Anwaruddin y col., J. Am. Coll. Cardiol. 47(1): 91-7 (2006); McCullough y col., Am. J.
Kidney Dis. 41(3): 571-9 (2003)), o en aquellas que tienen sobrepeso (indice de Masa Corporal (IMC) de 25-29) o son
obesas ((IMC > 30) (Krauser y col., Am. Heart J. 149(4): 744-50 (2005); McCord y col., Arch. Intern. Med. 164(20): 2247-
52 (2004)). Es conocido y aceptado en el campo que los pacientes con un alto IMC normalmente tienen niveles de péptido
natriurético que estan por debajo de lo esperado con respecto a un paciente con masa corporal normal para el mismo
nivel de enfermedad; no se conoce el mecanismo exacto de este fendmeno. Se ha demostrado que los niveles circulantes
de ST2 no se ven influenciados por el IMC, por lo tanto, la determinacion de los niveles de ST2 es mas util que los niveles
de péptido natriurético en sujetos con alto IMC. De esta manera, los procedimientos descritos en el presente documento
pueden incluir la determinacion del IMC de un sujeto y si el sujeto tiene sobrepeso o es obeso, la seleccion del paciente
para la determinacion de los niveles de ST2 y/o IL-33, como se describe en el presente documento.
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Ejemplos

La invencién se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos que no limitan el alcance de la invencion descrita en
las reivindicaciones.

Ejemplo 1: Ensayo ELISA tipo sandwich

Este ejemplo usa el kit ELISA de ST2 fabricado por Medical & Biological Laboratories Co., Ltd. (MBL International Corp.,
Woburn, MA), N° 7638. Este kit es un ensayo ELISA tipo sandwich que utiliza anticuerpos monoclonales tanto para la
captura como para la deteccién. Este procedimiento pretende analizar una placa completa de muestras ensayadas en
réplicas a un factor de dilucién de 1:3 y sigue minuciosamente el protocolo de los fabricantes. Los kits deben almacenarse
a 4°C hasta el uso. El procedimiento descrito en este ejemplo esta optimizado para suero o plasma humano recogido en
tubos con citrato o EDTA como anticoagulante. En este ensayo no debe usarse plasma recogido en tubos con heparina
como anticoagulante, ya que la heparina se une a ST2 e inhibe la medicién por este protocolo ELISA. Pueden usarse
muestras de plasma o suero recientes o congeladas. Este ensayo no se ve afectado adversamente por hasta 3 ciclos de
congelacién y descongelacion de muestras de plasma.

Los reactivos deben prepararse cada vez a partir de un nuevo kit inmediatamente antes de realizar el ensayo. Dejar que el
kit se equilibre a temperatura ambiente antes del uso. Los reactivos no analizados explicitamente a continuacion se
proporcionan por el fabricante listos para el uso.

1. Solucion de lavado - la solucion de lavado se proporciona por el fabricante como una solucién concentrada 10X.
Para preparar un litro de solucion de lavado, diluir 100 ml del concentrado 10X proporcionado con 900 ml de agua
destilada.

2. Solucién de detector - la solucién del detector se prepara diluyendo el concentrado del detector 1:101 con el
diluyente del detector. Para una placa de 96 pocillos completa de muestras se requieren 10 ml de solucién de
detector. Para preparar 10 ml de solucion de detector usar una pipeta para transferir 10 ml del diluyente del detector
de color azul a un tubo de polipropileno con la parte superior naranja de 15 ml. Aiadir 100 pl del concentrado de
detector a este volumen de diluyente de detector.

a. NOTA: este reactivo debe preparase durante la primera etapa de incubacion del ensayo.

3. Solucién madre de calibrador - reconstituir la proteina calibradora disolviendo la proteina liofilizada en la cantidad
de agua destilada definida por el fabricante para este lote de fabricaciéon para producir una solucién madre de 8
ng/ml. Esta especificacion de volumen se incluye en el prospecto del producto.

Preparacién de patrones y muestras:

Todo lo siguiente debe prepararse en tubos de polipropileno de 1,5 ml etiquetados para transferirse a la placa de ensayo
con la pipeta P200.

Patrones:
La curva patron se prepara realizando diluciones seriadas de 2 veces de la solucién madre de 8 ng/ml.

1. Usando una pipeta P1000, transferir 250 pl de Diluyente de Ensayo a 8 tubos de polipropileno de 1,5 mi
etiquetados como S1-S8.

2. Usando la misma pipeta P1000, transferir 250 pl de la solucién madre de Calibrador de 8 ng/ml al tubo S1. Este
tubo es ahora la proteina calibradora de 4 ng/ml.

a. Mezclar minuciosamente por pipeteo suave 3 veces teniendo cuidado de no crear burbujas.

3. Usando la misma pipeta P1000 y una punta limpia para cada uno de las siguientes, transferir 250 ul del reactivo
del tubo S1 al tubo S2, repetir la mezcla.

4. Repetir la etapa 3 para S2 a S3, S3 a S4, S4 a S5, S5 a S6 y S6 a S7. S8 sera el blanco del reactivo de forma
gue no se debe transferir la proteina de calibracién a este pocillo.

a. Los tubos S1-S6 y S8 ahora tendran 250 pl de reactivo y el tubo S7 tendra 450 pl
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Muestras:

La placa se prepara de forma que cada muestra se analice como una dilucién 1:3 por duplicado.
1. Etiquetar un tubo de polipropileno de 1,5 ml para cada muestra.
2. Usando la pipeta P200, transferir 160 pl de Diluyente de Ensayo a cada tubo.

3. Usando la pipeta P200, transferir 80 ul de suero o plasma desde la muestra 1 al tubo 1. Mezclar cuidadosamente
pipeteando 3 veces sin hacer burbujas.

4. Continuar transfiriendo las muestras a los tubos de muestra repitiendo la etapa 2 para cada muestra
Procedimiento:

1. Usar la pipeta P200 para transferir los patrones y las muestras de suero diluidas rapidamente a la placa de ensayo de
96 pocillos, como se muestra en la Tabla 2.

a. Preparar la pipeta P200 para 100 pl
b. Transferir 100 ul de las diluciones de curva patron a cada una de las columnas 1y 2 en la placa de ensayo

c. Transferir 100 pl de cada una de las muestras de suero a la placa de ensayo exactamente en la misma posicion
que se muestra en el mapa de placas presentado a continuacion.

2. Cubrir la placa de ensayo con el protector proporcionado e incubar a temperatura ambiente durante 60 minutos.
3. Usar el autolavador de placas para lavar la placa 4 veces.

4. Detector: usando la pipeta multicanal de 8 canales, transferir 100 pl de la soluciéon de detector a cada pocillo e incubar a
temperatura ambiente durante 60 minutos.

a. NOTA: este reactivo debe haberse preparado durante la primera etapa de incubacion.

b. NOTA: usar un recipiente de reactivo desechable par esta adicion de reactivo. SIEMPRE usar un recipiente de
reactivo desechable limpio para cada reactivo. No es necesario cambiar las puntas de la pipeta durante esta etapa.

5. Lavar la placa como en la etapa 3

6. Sustrato: usando la pipeta multicanal de 8 canales, transferir 100 ul del sustrato a cada pocillo e incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

a. El reactivo de sustrato se proporciona por el fabricante listo para su uso.

7. Terminacion: después de finalizar la incubacion del sustrato, usando la pipeta multicanal de 8 canales transferir 100 pl
de la solucion de Terminacion a cada pocillo.

a. El reactivo de Solucién de Terminacion se proporciona por el fabricante listo para su uso.
8. Leer la placa a 450 nm con una correccién del efecto de fondo a 620 nm.

a. La placa debe leerse en los 30 minutos posteriores a la terminacion de la reacciéon.
9. Introducir las lecturas de absorbancia en la hoja de célculo proporcionada para el analisis.

Tabla 2: Ejemplo de mapa de placa de ensayo de 96 pocillos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 4,0 1 1 9 9 17 17 25 25 33 33
B 2,0 2 2 10 10 18 18 26 26 34 34
C 1,0 3 3 11 11 19 19 27 27 35 35
D 05 4 4 12 12 20 20 28 28 36 36
E 0,25 5 5 13 13 21 21 29 29 37 37
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(cont.)
F 0,125 6 6 14 14 22 22 30 30 38 38
G 0,0625 7 7 15 15 23 23 31 31 39 39
0,0 8 8 16 16 24 24 32 32 40 40

La Tabla 2 es un mapa de una placa de ensayo de 96 pocillos ejemplar, con reacciones de control en la columna 1, y cada
muestra 1-40 analizada por duplicado en las columnas 3-12.

Ejemplo 2. Medicion de las concentraciones de ST2 soluble para la evaluaciéon de pacientes con disnea aguda
En este ejemplo se evalud la utilidad de la medicién de ST2 para la evaluacién de pacientes con disnea.

Los sujetos usados en este Ejemplo tomaron parte en el Estudio de Investigacion de ProBNP de Disnea en el
Departamento de Urgencias (PRIDE), un estudio ciego, prospectivo, de 599 sujetos con disnea que se presentaron en el
DU del Hospital General de Massachussets, y se realizé para la validacion del uso de diagnéstico y prondstico del ensayo
de NT-proBNP. Los resultados del estudio PRIDE se presentaron recientemente (Januzzi y col., Am. J. Cardiol. 95(8):
948-54 (2005)).

El patrén oro para el diagnéstico de IC aguda se basé en la impresion de médicos de evaluacién, que desconocian los
valores de NT-proBNP, que tenian toda la informacion disponible desde la presentacion a lo largo de los 60 dias de
seguimiento; para los pocos pacientes en los que el diagndstico era dudoso, se pidid a los evaluadores que utilizaran las
pautas indicadas por el Estudio Cardiaco de Framingham (McKee y col., N. Engl. J. Med. 285(26): 1441-6 (1971)).

Como se indicd, a 209 sujetos (35%) en el estudio PRIDE se les adjudicod que tenian disnea debido a una IC
desestabilizada aguda, de los que 17 tenian sintomas leves (Clase Il) por la clasificacion de la Asociacion Cardiaca de
Nueva York (NYHA), 80 tenian sintomas moderados (Clase lll) y 112 tenian sintomas severos (sintomas de Clase V). De
los que no tenian IC aguda, los diagndsticos mas comunes fueron exacerbacion de enfermedad obstructiva de las vias
respiratorias (n = 150; incluye exacerbacion de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (n = 120) y asma (n = 30), asi
como neumonia aguda (n = 64).

Después de un afo, se contacté con el médico a cargo del tratamiento para cada paciente para averiguar el estado vital
del paciente. Como se indica, se completé el seguimiento de un afio en 597 sujetos en total (Januzzi y col., Arch Intern
Med 2006; 166(3): 315-20).

En el estudio PRIDE se midié NT-proBNP usando un inmunoensayo disponible en el mercado (ensayo de ProBNP
ELECSYS®, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) usando la metodologia establecida. En el estudio PRIDE, el ensayo
tenia coeficientes de variacion inter-ensayo del 0,9%. La sangre recogida en el momento de la presentacion se analizd
posteriormente con respecto a las concentraciones de ST2, usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
(Medical & Biological Laboratories Co., Ltd), como se describe en el Ejemplo 1 del presente documento. Este ensayo
utiliza anticuerpos monoclonales contra ST2 humano tanto para la captura como para la deteccion, y tuvo una diferencia
en porcentaje relativa del 17,5% en el presente analisis. El plasma usado para el presente estudio previamente se habia
sometido a un solo ciclo de congelacién-descongelacion.

Comparaciones entre grupos

Se realizaron comparaciones de caracteristicas clinicas entre pacientes utilizando ensayos chi-cuadrado para datos
categoéricos y el ensayo de suma de rangos de Wilcoxon para datos continuos. Las comparaciones de las
concentraciones de ST2 entre las clases de diagnéstico, las clases de sintomas de la Asociacién Cardiaca de New
York (NYHA) y las categorias de resultados se realizaron usando ensayos no parameétricos.

Correlaciones

Los resultados de ST2 y NT-proBNP se transformaron en logaritmos para establecer la distribucién normal. Las
correlaciones entre estas variables transformadas en logaritmos se evaluaron con el coeficiente de correlacion de
Spearman. Hubo una modesta correlacion entre las concentraciones de ST2 transformadas en logaritmos y log-NT-
proBNP en todos los sujetos (r = 0,58, p < 0,001), los que no tenian IC aguda (r = 0,47, p < 0,001) y los que tenian IC
aguda (r = 0,40, p < 0,001).
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Analisis del punto de corte

Las caracteristicas de los pacientes en funcidon de una concentracién de ST2 por encima o por debajo de 0,20 ng/ml
se detallan en la Tabla 3, que demuestra la prevalencia esperada de factores coherentes con un diagnéstico de IC
incidente.

Tabla 3: Caracteristicas de los sujetos de estudio en funcién de las concentraciones de ST2

Caracteristica ST2 > 0,2 ng/ml ST2<0,2 Valor P
(n = 320) ng/ml (n = 279)
Edad (media + SD), afios 67,7+ 15,0 56,5+ 17,5 < 0,001

Historial médico pasada

Miocardiopatia previa 13% 7% 0,02
Insuficiencia cardiaca congestiva previa 37% 12% < 0,001
Arritmia 20% 13% 0,02
Hipertension 54% 43% 0,009
Diabetes mellitus 35% 16% < 0,001
Arteriopatia coronaria 33% 22% 0,005
Infarto de miocardio 15% 1% NS
Enfermedad obstructiva de las vias respiratorias 15% 8% 0,005

Sintomas/signos

Disnea paroxismica nocturna 16% 8% 0,002
Ortopnea 22% 12% 0,001
Edema en extremidades inferiores 26% 7% < 0,001
Dolor toracico 35% 52% < 0,001
Disnea en reposo 50% 24% < 0,001

Medicaciones en el momento de Ia
presentacion

Beta blogueantes 44% 32% 0,002
Diuréticos de asa 41% 17% < 0,001
Digoxina 13% 8% 0,04

Inhibidor de la enzima convertidora de 25% 16% 0,009

angiotensina

Exploracioén fisica

indice de masa corporal (kg/mz, media = SD) 28,0+7,0 28,5+6,5 NS

Pulso, latidos por minuto (media + SD) 91,7 + 23,8 82,9 +20,6 < 0,001
Distension de la vena yugular 13% 4% < 0,001
Soplo 14% 8% 0,009
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Reflujo hepatoyugular 3% 0% 0,002
(cont.)

Edema en extremidades inferiores 34% 14% < 0,001

Estertores 35% 16% < 0,001

Hallazgos electrocardiograficos
Fibrilacién auricular 16% 9% 0,009

Hallazgos radiograficos en el torax

Edema intersticial 25% 8% < 0,001
Derrame pleural 28% 5% < 0,001
Cefalizacion de vasos 2% 0% 0,04

Hallazgos de laboratorio

Creatinina en suero, mg/dl, media + SD 1,2+£0,5 0,98 +0,3 < 0,001
Aclaramiento de creatinina, ml/min/1,73 m2, media 67,3 +32,0 85,2 +£61,0 < 0,001
+SD

Nitrégeno ureico en sangre, mg/dl, media + SD 25,5+17,0 17,2+ 10,0 < 0,001
Troponina T, ng/dl, media + SD 0,063 £ 0,32 0,022 £ 0,16 0,04
NT-proBNP, pg/ml, mediana (lIC) 1800 (365-6745) 97 (40-477) < 0,001

Estos resultados indican que ST2 generalmente no esta correlacionado con el IMC, pero esta asociado con otros
diversos indices incluyendo los niveles y el aclaramiento de creatinina en suero, la insuficiencia cardiaca congestiva
previa y diabetes mellitus.

Ejemplo 3. Medicion de las concentraciones de ST2 soluble para la determinacion del riesgo de muerte en
pacientes con disnea aguda

Se evaluaron factores predictivos de mortalidad dentro de un periodo de un afio después de la presentaciéon con
disnea en la poblacién descrita en el Ejemplo 2. Los puntos de corte de diagnodstico de ST2 candidatos se evaluaron
con el uso de técnicas de muestreo con reemplazamiento (bootstrapping) usando el programa STATA SWBOOT;
esto se continud por analisis multivariables de regresion logistica. Cada uno de los procedimientos de estimacion se
codificé en lenguaje de programacion y después se sometio al comando de prefijo de muestreo con reemplazamiento
de STATA para 10 muestras aleatorias repetidas con reemplazamiento, seguido de 100 repeticiones para las
variables seleccionadas en los andlisis iniciales. El tamafio de muestra con reemplazamiento fue 593 (el tamafio de
la serie de datos entera). Los factores introducidos en el analisis incluian elementos de la historia médica pasada y
presente, sintomas y signos, uso de medicacion, asi como resultados de estudios de diagndstico incluyendo estudios
radiogréficos, electrocardiografia, hematologia y quimica sanguinea. Las mediciones de la funcién renal incluian
resultados de creatinina en suero asi como tasa de filtracion glomerular estimada (Levey y col., Ann. Intern. Med. 130
(6):461-70. (1999)). A continuacion, se introdujeron los predictores de mortalidad candidatos (es decir, los que tenian
mas de 70 selecciones en las repeticiones de muestreo con reemplazamiento) en analisis multivariables de regresion
logistica, con IC aguda como variable dependiente. Para cada regresion logistica, los resultados se introdujeron en
una sola etapa directa con cola de probabilidad para introducir la serie a p = 0,01 y para retirar el efecto de la
regresion a p = 0,02, y la bondad de ajuste se evalué usando el ensayo de Hosmer-Lemeshow.

En los andlisis de mortalidad que incluian NT-proBNP, esta variable se model6 de forma dicétoma, con un valor
umbral de 986 pg/ml para predecir la muerte en un afio, como se identificé previamente (Januzzi y col., 2006,
anteriormente). Después del ensayo de SWBOOT, las variables independientes candidatas validadas resultantes se
introdujeron por etapas en un modelo de Riesgo Proporcional de Cox; las proporciones para este modelo se
comprobaron y se observé que eran apropiadas. Se generaron razones de riesgo (HR) con IC (intervalo de
confianza) 95% para cada predictor independiente de muerte en un afio.

Se construyeron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para comparar las tasas de mortalidad dentro de un afio
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en grupos divididos en funcion de las concentraciones de ST2 (asi como el diagnéstico), usando el ensayo de rangos
logaritmicos para comparar el significado de las tasas de mortalidad.

Para todos los andlisis estadisticos, se us6 el software SPSS (Chicago, IL, USA) o STATA (College Station, TX);
todos los valores de p son bilaterales, considerandose significativos resultados compuestos < 0,05.

En un periodo de un afio habian muerto 93 sujetos (15,7%). Las medianas de las concentraciones de ST2 fueron
significativamente mayores entre los difuntos (1,03 ng/ml, IIC (intervalo intercuartil) = 0,38 - 2,43) que en los
supervivientes (0,18 ng/ml, IIC = 0,08 - 0,51, p <0,001). Este patron de mayores concentraciones de ST2 en los
difuntos se mantuvo cuando los sujetos se consideraron en funcion de la ausencia de IC aguda (1,14 frente a 0,13
ng/ml, p <0,001), asi como en los que tenian IC aguda (0,90 frente a 0,45 ng/ml, p <0,001).

Se realiz6 un analisis de curva caracteristica operativa del receptor (ROC) usando el software Analyse-If (Analyse-It,
Ltd, Leeds, Reino Unido) para ST2, usando el diagnéstico de patron oro de IC o supervivencia dentro de un afio
como patrén de referencia, y se estimé el area bajo la curva (ABC); a continuacion, se identificaron puntos de corte
potenciales tanto para el diagndstico como para el prondstico y se estimaron su sensibilidad, especificidad asi como
valores predictivos positivos y negativos (VPP, VPN). Para evaluar adicionalmente la utilidad de ROC éptima-puntos
de corte 6ptimos, los pacientes también se dividieron en deciles basandose en sus concentraciones de ST2 y se
evaluaron con respecto a los efectos del umbral de ST2 sobre la frecuencia de mortalidad.

Los analisis de ROC demostraron un ABC de 0,80 (IC 95% = 0,75 - 0,84, p <0,001) para ST2 y la mortalidad en un
afo (Figura 1); el punto de corte 6ptimo identificado por ROC fue 0,29 ng/ml, que era sensible en un 87% (IC 95% =
79 - 93%), especifico en un 63% (IC 95% = 58 67%) y tenia un VPP del 30% y un VPN del 96%. En el analisis de
deciles, se detect6 un efecto del umbral para la mortalidad en la mediana de ST2 de 0,20 ng/ml (Figura 2). También
se encontrd una relacién graduada entre las concentraciones de ST2 y la probabilidad de muerte, de tal forma que
los sujetos por debajo de la mediana de la concentracion de ST2 (n = 236) disfrutaron de las menores tasas de
muerte (2%) en comparacion con los de los dos deciles maximos (n = 117) que demostraron una tasa de muerte del
42% en un afno, una HR del 43,0 (IC 95% = 15,0 - 123,0, p <0,001).

En un modelo de muestreo con reemplazamiento final para la prediccion de muerte dentro de un afio (Tabla 4), se seleccion6 una
concentracion de ST2 > 0,20 ng/ml en 96 de 100 repeticiones y representaba el mayor predictor de muerte en un afio en
pacientes con falta de aliento (HR = 5,6, IC 95% = 2,2 - 14,2, p <0,001). Notablemente, incluso con la inclusion de NT-proBNP
en los modelos, un valor de ST2 > 0,20 ng/ml se mantuvo como la variable mas seleccionada en las repeticiones de muestreo con
reemplazamiento (86 de 100 selecciones), y se mantuvo como el predictor de muerte mas fuerte dentro de un afio (HR = 4,6, IC
95% = 1,8 - 11,8, p = 0,002).

Tabla 4: Identificacion de predictores independientes de muerte en el plazo de un afo en sujetos con disnea

Sin NT-proBNP en el modelo

Analisis de muestreo con Analisis multivariable
reemplazamiento
Variable Numero seleccionado de Razén de Intervalos de confianza del Valor de
100 réplicas riesgo 95% P
ST2 transformado 99 2,7 1,6-4,4 < 0,001
en log
ST2 > 0,20 ng/ml 96 5,6 2,2-14,2 < 0,001
Hemoglobina 73 0,91 0,85-0,98 0,008
Derrame pleural en 95 1,88 1,2-2,8 0,005
radiografia de
térax
Con NT-proBNP en el modelo
Analisis de muestreo con Analisis multivariable
reemplazamiento
Variable Numero seleccionado de Razon de Intervalos de confianza del Valor de
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100 réplicas riesgo 95% P

ST2 > 0,20 ng/ml 86 4,6 1,8-11,8 0,002
(cont.)

NT-proBNP > 986 85 2,3 1,3-4,0 0,002
pg/ml
Tos 80 0,60 0,39-0,95 0,03
Derrame pleural en 80 1,6 1,0-2,4 0,05
radiografia de
torax
ST2 transformado 77 2,6 1,6-4,4 < 0,001
en log

Los resultados de la Tabla 4 se basan en 100 repeticiones de muestreo con reemplazamiento, seguido del analisis
multivariable de Riesgo Proporcional de Cox, y se muestran en ausencia y presencia de resultados de NT-proBNP
en el modelo. Sélo se muestran las variables seleccionadas > 70 de 100 veces en las repeticiones de muestreo con
reemplazamiento.

Las curvas de riesgo de Kaplan-Meier demuestran que entre los sujetos con concentraciones de ST2 = 0,20 ng/ml,
las tasas de muerte se elevaron rapidamente desde la inscripcién y continuaron elevandose dentro de un periodo de
un afio (Figura 3A; valor de p de rango logaritmico < 0,001). Relaciones similares entre los valores de ST2 = 0,20
ng/ml en los que no tenian y que tenian el diagnéstico de IC aguda en la presentacion (Figura 3B; valor de p de
rango logaritmico para ambos < 0,001).

Por lo tanto, los niveles de ST2 son un excelente predictor de la mortalidad.

Ejemplo 4. Medicion de las concentraciones de NT-proBNP y ST2 solubles para la determinacion del riesgo
de muerte en pacientes con disnea aguda

Como tanto ST2 como NT-proBNP eran predictores independientes de muerte dentro de un afio, se examinaron las
tasas brutas de muerte en sujetos en funcion de las concentraciones de ST2 y NT-proBNP usando los
procedimientos descritos anteriormente. El porcentaje de sujetos que murieron en cada categoria se muestra en la
Tabla 5.

Tabla 5: Tasas de mortalidad en funcién de las concentraciones de NT-proBNP y ST2 en el Estudio PRIDE

ST2 <0,20 ng/ml ST2 > 0,20 ng/mi
NT-proBNP < 986 pg/ml 1,7% 13,1%
NT-proBNP > 986 pg/mi 4,5% 37,0%

La mayor parte de la mortalidad entre los sujetos en el estudio PRIDE se produjo en los que tenian niveles elevados
de ST2 (iguales o superiores a 0,20 ng/ml) y NT-proBNP (iguales o superiores a 986 pg/ml) (Tabla 5 y Figura 4).

De esta manera, la combinacion de los niveles de NT-proBNP y ST2 es util para predecir el riesgo de mortalidad.
Ejemplo 5. Concentraciones elevadas de ST2 en pacientes en ausencia de IM

Se determinaron las concentraciones de ST2 como se describe en el Ejemplo 1, anterior, en una poblacion de 350
pacientes que se presentaron en el DU con dolor toracico. Se obtuvieron muestras de suero y se realizaron
mediciones de ST2 inicialmente y 90 y 180 minutos después para la mayoria de los pacientes. Ademas, para la
mayoria de los pacientes, la muestra basal se recogié en las 2 horas posteriores al inicio de los sintomas.

17 pacientes tuvieron un diagnostico final de IM y 5 de éstos tuvieron ST2 = 0,23 (0,25 - 0,65). Dos de estos
pacientes eran negativos para troponina. 11 pacientes tuvieron niveles de ST2 muy altos (0,97 - 9,22), pero ninguno
de estos pacientes tuvo un diagnéstico final confirmado de IM, aunque todos tenian enfermedades graves,
incluyendo EPOC, linfoma, sepsis, abuso de alcohol y embolia pulmonar. El diagndstico de estos 11 pacientes se
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muestra en la Tabla 6; ST2 1 es el nivel basal, ST2 2 es 90 minutos después y ST2 3 es a los 180 minutos.

Tabla 6: Pacientes sin IM con altos niveles de ST2

Paciente ST2 1 (ng/ml) | ST2 2 (ng/ml) | ST2 3 (ng/ml) Diagnéstico final

811 1,43 1,62 1,63 EPOC con insuficiencia cardiaca después de
cirugia de injerto de derivacion de arteria
coronaria e hipertension pulmonar.

847 2,37 4,44 3,53 Embolia pulmonar

873 2,36 2,42 2,74 RAD

898 1,32 1,24 1,66 Historial de insuficiencia cardiaca después de
cirugia de derivacion de arteria coronaria

920 6,03 9,22 Sepsis, bacteriemia

928 3,80 4,69 3,99 Hipertension y abuso de alcohol

952 6,76 Abuso de alcohol, gastritis e hipertension
pulmonar

953 3,77 Historial de insuficiencia cardiaca después de
cirugia de derivacion de arteria coronaria

1055 1,42 1,28 1,13 URI

1213 0,97 1,19 1,07 Embolia pulmonar y pericarditis

1245 4.1 6,46 Linfoma e hipertension

1280 1,30 1,33 EPOC

Estos resultados demuestran que un nivel

independientemente de la patologia subyacente.

elevado de ST2 esta asociado con enfermedad grave,

Ejemplo 6. Analisis seriado de concentraciones de ST2 en pacientes hospitalizados con insuficiencia
cardiaca aguda descompensada (ICAD)

Se determinaron las concentraciones de ST2 como se describe en el Ejemplo 1, anterior, asi como las
concentraciones de BUN, NT-pro-BNP y BNP en una poblacion de 150 sujetos que se diagnosticaron y se admitieron
por una insuficiencia cardiaca aguda descompensada (ICAD) en el Hospital de la Administracion de Veteranos de
San Diego. Algunos pacientes tuvieron un nuevo diagnoéstico de ICAD y otros pacientes tuvieron una exacerbacion
aguda de la insuficiencia cardiaca existente. Se tomaron muestras en dias sucesivos en varios pacientes, aunque no
todos los pacientes proporcionaron una muestra todos los dias. La duracion de la estancia (DDE) en el hospital para
estos pacientes variaba de 1 a 24 dias con una media de 5 dias. La Tabla 7 muestra las caracteristicas de la
poblacién; como era de esperar, dado que la poblacién procedia del Hospital de Veteranos de San Diego, la
poblacion era principalmente del sexo masculino y de raza caucasica.

Tabla 7: Frecuencia de las caracteristicas de los pacientes

Frecuencia Porcentaje
Sexo
Masculino 148 98,7
Femenino 2 1,3
Total 150 100
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Etnia
(cont.)
Blanco 115 76,6
Negro 22 14,7
Hispano 9 6
Asiético 3 2
Otro 1 0,7
Total 150 100
Diagnéstico
ICC nueva 14 9,3
ICC peor 110 73,3
Otro 26 17,3
NYHA*
Clase Il 9 6
Clase IlI 75 50
Clase IV 66 44
Etiologia
Desconocida 61 40,7
Isquémica 43 28,7
Hipertension 23 15,3
Oftra 9 6,1
Alcohol 5 3,3
Idiopatica 3 2
Valvula 1 0,7
Farmaco 1 0,7
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* NYHA = Estadios de Insuficiencia Cardiaca segun la Asociacion
Cardiaca de Nueva York:

Clase |: Sin limitacion de actividad fisica. La actividad fisica normal no

produce fatiga excesiva, palpitaciones o disnea (falta de aliento).

Clase lI: Ligera limitacion de actividad fisica. Comodidad en reposo, pero

la actividad fisica normal produce fatiga, palpitaciones o disnea.

Clase llI: Notable limitacion de actividad fisica. Comodidad en reposo,

pero una actividad menor de la normal produce fatiga, palpitaciones o
disnea.

Clase IV: Incapacidad de realizar ninguna actividad fisica sin malestar.

Sintomas de insuficiencia cardiaca en reposo. Si se realiza cualquier
actividad fisica, aumenta el malestar.

La poblacion de pacientes se sometié a un seguimiento durante al menos 90 dias y los acontecimientos adversos se
presentaron en tablas. En la Tabla 8 se muestra un resumen de acontecimientos.

Tabla 8: Resumen de acontecimientos

Frecuencia Porcentaje

Mortalidad en el hospital 8 53
Readmisién en 30 dias 13 8,7
Mortalidad en 30 dias por ICC 10 6,7
Mortalidad en 30 dias por otra causa 7 4.7
Readmisioén en 90 dias 26 17,3
Mortalidad en 90 dias por ICC 26 17,3
Mortalidad en 90 dias por otra causa 9 6,0

* La frecuencia de resultados de 90 dias es acumulativa de todos los
acontecimientos que se produjeron en puntos de tiempo anteriores.

La caracteristica operativa del receptor y el area bajo la curva (ABC) se determinaron como se describe en el
presente documento para la correlaciéon de los niveles de BNP, NT-proBNP y ST2 en la admision y en el momento
del alta con los acontecimientos adversos indicados en la Tabla 8. Los resultados se muestran en la Tabla 9. El ABC
para ST2 cambia desde el primero al ultimo = 0,820.

Tabla 9: RESUMEN DE ROC (AUC)

Mortalidad en | Acontecimientos | Mortalidad en 30 | Acontecimientos | Mortalidad en
el hospital en 30 dias dias en 90 dias 90 dias
BNP en la admision 0,735 0,536 0,630 0,569 0,653
BNP en el alta NA 0,545 0,648 0,575 0,692
NT proBNP en la 0,790 0,638 0,785 0,624 0,763
admision
NT-proBNP en el NA 0,637 0,831 0,631 0,815
alta
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ST2 en la admision 0,638 0,549 0,574 0,558 0,603
ST2 en el alta 0,752 0,642 0,760 0,657 0,772
Cambio en ST2 NA 0,573 0,793 0,604 0,809

En esta poblacion pequefia y extremadamente homogénea, los biomarcadores que predijeron de forma mas precisa
los acontecimientos indicados incluian el cambio en ST2 para la mortalidad de 30 y 90 dias, y los niveles de NT-
proBNP en el alta para la mortalidad en 30 y 90 dias. Como era de esperar, la homogeneidad de esta cohorte dio
como resultado que el ABC usando la medicion de la admisién para cada biomarcador fuera menor de lo observado
en la cohorte de PRIDE (descrita en los Ejemplos 2-3). El alto numero de pacientes sin insuficiencia cardiaca
diagnosticada presentados en la cohorte de PRIDE dio como resultado un alto poder discriminatorio de ST2 en la
medicion de la admisién. En esta cohorte especializada, en la que cada paciente ya tenia un diagndstico de
insuficiencia cardiaca, es de esperar que el nivel de ST2 en la admision esté algo elevado; por consiguiente, el poder
predictivo para los acontecimientos posteriores esta algo disminuido en comparaciéon con una cohorte heterogénea
que es mas representativa de la poblacion general.

Se analizé un modelo univariante de predictores de la mortalidad en 90 dias incluyendo los mismos marcadores, asi
como BUN y el aclaramiento de creatinina, que son marcadores de la funcion renal. Los resultados se muestran en la
Tabla 10.

Tabla 10: Predictores univariables de la mortalidad a 90 dias

Predictor Cociente de Valor de P
posibilidades
Cambio en ST2: > -0,02 frente a < -0,02 11,55 0,002
ST2: > -0,2 frente a < 0,2 en la admisién 1,14 0,83
ST2: > -0,2 frente a < 0,2 en el alta 7,00 0,003
BNP: > 400 frente a < 400 en la admision 1,91 0,35
BNP: > 400 frente a < 400 en el alta 2,59 0,14
NT-ProBNP: > 5000 frente a < 5000 en la admisién 3,96 0,09
NT-ProBNP: > 5000 frente a < 5000 en el alta 6,72 0,007
BUN continuo en la admisiéon 1,033 0,002
Creatinina continua en la admisién 1,50 0,07

En este andlisis, para las variables dicétomas (todas excepto BUN vy creatinina), la oportunidad relativa representa la
mayor probabilidad de muerte dentro de un periodo de 90 dias para un ensayo positivo frente a un ensayo negativo.
Para las variables continuas (BUN y creatinina), la oportunidad relativa representa la mayor probabilidad de muerte
dentro de un periodo de 90 dias para cada aumento de 1 mg/dl. Como se muestra en la Tabla 10, el cambio en ST2
proporciond la mejor indicacion de mortalidad en 90 dias, con un valor de OR de 11,55 (p = 0,002).

También se construyd un modelo multivariable que incluia BNP, NT-proBNP, BUN Yy los niveles de aclaramiento de
creatinina con cambio en ST2. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: Predictores de la mortalidad de 90 dias con cambio en ST2

Predictor adicional en Cambio en ST2 Predictor adicional R? del
modelo Modelo
Cociente de Valor de P Cociente de Valor de P
posibilidades posibilidades
BNP en admisiéon 1218 0,002 2,04 0,34 0,246
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BNP en el alta 13,98 0,001 3,56 0,07 0,285
NT-ProBNP en 14,49 0,001 5,48 0,044 0,312
admisién
NT-ProBNP en el alta 10,04 0,005 5,49 0,021 0,325
BUN en admisién 7,87 0,014 1,023 0,034 0,300
Creatinina en admision 10,08 0,005 1,260 0,30 0,241

Cuando sdlo se consider6 el cambio en ST2 (la diferencia entre los niveles de ST2), el R? para el modelo fue de
0,223. Como puede verse en la Tabla 11, en cada caso el cambio en ST2 fue el mayor predictor debido a que tenia
el minimo valor de p. Ademas, s6lo NT-proBNP en la admision, NT-proBNP en el alta y BUN en la admisién
proporcionaron una prediccién adicional aparte del cambio en ST2 que conseguia un significado estadistico (p <
0,05) (véanse los valores de R%en negrita), mientras que BNP en el alta consiguié un significado estadistico marginal
(p =0,07).

A continuacion, se comparé la ROC para el cambio en BNP y el cambio en ST2. Como se muestra en la Figura 5, el
ABC para el cambio en BNP durante la hospitalizacion fue de 0,67, mientras que el ABC para el cambio en ST2 fue
de 0,78, significativamente mayor, lo que indica que el cambio en ST2 es un predictor mucho mas preciso de la
mortalidad en 90 dias que BNP.

El cambio en ST2 se analizé junto con los niveles de BUN para determinar si los dos marcadores, cuando se usaban
juntos, proporcionaban una informacion predictiva adicional. Los resultados, mostrados en la Figura 6, demuestran
que los niveles de BUN y los cambios en los niveles de ST2 pueden usarse para clasificar a los pacientes por riesgo:
los pacientes con bajos niveles de BUN (menores de 40 mg/dl) y niveles de ST2 que se redujeron en un 15% o més
tenian los minimos niveles de riesgo; los pacientes con mayores niveles de BUN y niveles de ST2 que se redujeron
en menos de un 15% (o aumentaron o permanecieron constantes) tenian los mayores niveles de riesgo, mientras
que los sujetos con niveles de BUN y ST2 reducidos en al menos un 15%, o un bajo nivel de BUN y ST2 reducido en
un 15% o mas, tenian un nivel medio de riesgo (que aun estaba muy por encima del de la categoria de minimo
riesgo, véase la Figura 6).

Los cambios en los niveles de ST2 a lo largo del tiempo se evaluaron en una base de tiempo transcurrido para
determinar un periodo 6ptimo de tiempo entre la primera y la segunda mediciones de ST2. Los resultados, mostrados
en las Tablas 11A y 11B, indican que un tiempo transcurrido de al menos dos dias y dentro de cuatro dias entre la
primera y la segunda mediciones de ST2 proporciona la mejor informacién con respecto a la probabilidad de muerte
dentro de 90 dias.

Tabla 11A: Resumen de los valores de ST2 en el tiempo

N Promedio Mediana
1 dia 130 0,97 0,78
2 dias 99 1,00 0,60
3 dias 66 1,42 0,42
4 dias 44 1,87 0,57
5 dias 34 1,86 0,74

Tabla 11B: Correlacion de los valores de ST2 con la mMortalidad en 90 dias

N> 0,85 N° de muertes | % de muertes N <0,85 N° de muertes | % de muertes
1 dia 54 7 13% 76 7 9%
2 dias 27 7 26% 72 4 6%
3 dias 19 4 21% 47 2 4%
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4 dias 18 6 33% 26 1 4%

5 dias 14 6 43% 20 1 5%

En la tabla 11B “N > 0,85” indica el nimero de personas que tuvieron una reduccion menor del 15% en ST2 con respecto
al periodo de tiempo indicado (de forma que el segundo nivel es un 85% o mas del primer nivel). Después de al menos
dos dias, el porcentaje de personas con una relacion de 0,85 o mayor que murieron estuvo por encima del 20%, mientras
que el porcentaje de pacientes que murieron con una relacién inferior a 0,85 se redujo inicialmente y permanecioé bajo.

Cuando se siguieron los valores medios de ST2 a lo largo del tiempo en esta poblacion, se observé un claro aumento en
la correlacién de riesgo de mortalidad dentro de 90 dias tres-cuatro dias después de realizar la medicion inicial, como se
muestra en la tabla 12A y en las Figuras 7A 'y 7B. La Figura 7B, un grafico de caja y bigotes que agrupa los percentiles 25
y 75, ilustra que la distincion entre supervivientes y difuntos se resuelve claramente con el valor de ST2. Los resultados de
ST2 contrastan con los resultados generados comparando BNT o NT-proBNP en estos mismos dias de tratamiento.
Aunque los valores medios para cada uno de estos marcadores son distintos entre supervivientes y difuntos, los grupos no
son estadisticamente distintos entre si, como se muestra en las Figuras 7C y 7D. A diferencia de ST2, los grupos de
supervivientes y difuntos para BNP y NT-proBNP solapan significativamente entre los percentiles 25 y 75. En este analisis,
ST2 es un marcador mas preciso que BNP o NT-proBNP solo para predecir la mortalidad en funciéon del cambio a lo largo
del tiempo durante la hospitalizacion.

Cuando se calcularon las relaciones medias de ST2, de nuevo, se observo una diferencia significativa; los resultados se
muestran en la Tabla 12B y en la Figura 8.

Tabla 12A: Valores promedio de ST2 denle el tiempo.

Valor promedio de ST2

ST2-1 ST2-2 ST2-3 ST24 ST2-5 ST2-6

no supervivientes 0,33 0,38 0,44 1,14 0,89 0,71

supervivientes 0,27 0,24 0,15 0,17 0,15 0,17

Tabla 12B: Cambio en ST2 en el tiempo
Relacién promedio de ST2
1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias
no supervivientes 1,04 2,44 9,57 8,43 6,46

supervivientes 0,96 0,82 0,60 0,63 0,67

También es posible usar la relacion de ST2 junto con la relacion de NT-proBNP en un analisis de matriz 2 x 2 para
refinar adicionalmente la estratificacion de riesgo de estos pacientes, como se muestra en la Tabla 12C.

Tabla 12C: Cambio en ST2 y cambio en NT-proBNP para la estratificacion del riesgo

Relaciones de NT-proBNP y ST2

NT <0,7, NT<0,7, NT <0,7, NT >0,7.
ST2<0,85 ST2>0,85 §T2<0,85 ST2>0,85
N 45 7 34 28
Mortalidad 0 2 3 6
% Mortalidad 0,0% 28,6% 8,8% 21,4%
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Estos resultados demuestran que el cambio en ST2 a lo largo del tiempo es un predictor poderoso de mortalidad, por
ejemplo, dentro de 90 dias, tanto en los analisis predictivos univariantes como los multivariantes; se observo que el
cambio en ST2 era el predictor univariante mas fuerte del resultado del paciente en esta poblacion, viéndose el valor
predictivo 6ptimo después de 3 dias de hospitalizacion. La combinacién del cambio en los datos de ST2 con una
medicion de la funcién renal (por ejemplo, BUN) proporcioné un valor predictivo adicional, como lo hizo la inclusion
de una mediciéon de NT-proBNP con el cambio en ST2.

Ejemplo 7. Concentraciones de ST2 para la estratificacion del riesgo en pacientes con enfermedad pulmonar

De los 599 sujetos en la poblacién PRIDE (descrita en los Ejemplos 2 y 3), 209 tenian insuficiencia cardiaca aguda
descompensada (ICAD). De los 390 sujetos restantes, 236 tenian “enfermedad pulmonar”; de los sujetos con datos
disponibles, 5 tenian bronquitis sin complicaciones; uno tenia embolia pulmonar (EP); 64 tenian neumonia; y 149 tenian
EPOC/asma. De los 149 con EPOC/asma, 69 tenian asma; 67 tenian enfisema; y 13 tenian bronquitis crénica.

Para evaluar la utilidad de ST2 como marcador de riesgo en estos pacientes, los niveles de ST2 se evaluaron en cada
categoria de diagndstico. Las concentraciones para cada categoria de diagnéstico se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13: Concentraciones de ST2 por diagnéstico

Categoria Mediana de ST2 Percentil 25 - 75
Grupo entero 0,23 0,09-0,69
EP 0,16 0,08-1,4
Neumonia 0,69 0,14-2,29
Bronquitis 0,19 0,11-0,41
Asma/EPOC 0,20 0,08-0,54
Asma 0,14 0,05-0,47
Enfisema 0,24 0,12-0,55
Bronquitis cronica 0,33 0,06-1,2

Las concentraciones de ST2 se evaluaron usando un analisis ROC para la muerte a un afio, y se compararon las
concentraciones en los muertos y vivos en un afio. Se analizaron las tasas de mortalidad en funcién de las
concentraciones de ST2 en un afio. Los resultados se muestran en la Tabla 14 y en las Figuras 9-11.

Tabla 14: Mortalidad por diagnéstico

PE PNA Bronquitis aguda Asma/EPOC
N 18 64 5 149
Supervivientes N 15 52 5 139
Supervivientes ST2 0,14 (0,07-0,36) 0,53 (0,13-1,81) Véase anteriormente 0,17 (0,07-0,50)
Difuntos ST2 1,9 (1,2-3,83) 1,17 (0,4-3,17) n/a 0,31 (0,2-1,1)

Estos resultados demuestran que, como se muestra en la Figura 9, las concentraciones de ST2 mostraron una excelente
especificidad y sensibilidad (area bajo ROC = 0,73; IC 95% = 0,62-0,83; P < 0,0001). El punto de corte 6ptimo fue de 0,20
ng/ml, con sensibilidad del 88% y especificidad del 52% (VPP = 22%; VPN = 96%). La Figura 10 ilustra adicionalmente
este punto. La mediana de las concentraciones de ST2 en sujetos que aln estaban vivos a un afio era de 0,19 ng/ml (IIC
0,08-0,59, n = 211); mientras que la mediana de las concentraciones en sujetos que habian muerto dentro de un afio era
de 1,19 ng/ml (lIC 0,28-2,2, n = 25). Finalmente, como se muestra en la Figura 11, la tasa de mortalidad aumenté
espectacularmente en funcién de la concentracion de ST2, usando un umbral de 0,2 ng/ml.
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Se usaron analisis multivariables de Riesgo Proporcional de Cox para identificar predictores independientes de muerte en
un ano; los resultados se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15: Predictores independientes de muerte en enfermedad pulmonar

Caracteristicas Razén de riesgo IC del 95% Valor de P
Edad 1,01 0,9R-1,04 0,71
Sexo 1,36 0,60-3,07 0,74
ST2 > 0,20 ng/ml 6,14 1,80-21,0 0,004
Derrame pleural en CXR 2,99 1,30-6,R3 0,009
Enfisema 0,29 0,13-0,65 0,003
Espironolactona 13,7 3,60-52,0 < 0,001

Estos datos demuestran que los niveles de ST2 son un excelente predictor de muerte dentro de un afo,
independientemente de la patologia subyacente, en sujetos que se presentaron con disnea.

Ejemplo 8. Concentraciones de ST2 no se ven afectadas por la insuficiencia renal

El efecto de la insuficiencia renal sobre las concentraciones de ST2 se evalud en una poblacion de 135 pacientes con
insuficiencia renal de moderada a severa. Ninguno de los pacientes se estaba sometiendo a didlisis y a ninguno se le
habia diagnosticado previamente ECV. Todos los pacientes se evaluaron usando la tasa de filtracion glomerular (TFG en
ml/min) como se determina por el procedimiento de Modificacion de la Dieta en Enfermedad Renal (MDRD) como una
medida de la funcién renal. También se realizaron ecocardiografia y mediciones de calcio en arteria coronaria (CAC) en
cada sujeto para detectar EVD latente. También se evaluaron multiples biomarcadores.

La estadistica descriptiva para esta cohorte se muestra en la Tabla 16; los valores medios de TFG y ST2 se ilustran
graficamente en las Figuras 12A-B.

Tabla 16: Tasa de Filtracion Glomerular (TFG) y Niveles de ST2

TFG Niveles de ST2 (ng/ml)
Media 34,5 0,122
Mediana 34 0,107
Error tipico 0,989 0,005
Desviacion tipica 11,4 0,059
Coef. Var. 33,3 48,346
LC 95% inferior 32,5 0,112
LC 95% superior 36,4 0,132
Percentil 25 27 0,090
Percentil 75 43 0,127
Minimo 9 0,068
Maximo 59 0,476
Recuento 135 135

En esta cohorte de pacientes con enfermedad crénica estable, sélo 10 (8%) tuvieron niveles de ST2 encima de 0,2, de los
que el maximo fue 0,476 ng/ml. La distribucién de los valores de ST2 se muestra en la Figura 13. Esto era lo esperado en
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esta poblacion de sujetos con insuficiencia renal cronica tratada, no se esperaria ver niveles de ST2 muy elevados.

Se realizé un analisis de correlacion de Pearson en esta poblacién para determinar si habia una correlaciéon entre los
niveles de ST2 y TFG. Los resultados se muestran en las Tablas 17 y 18.

Tabla 17: Resultados de la correlacién de pearson - TFG y ST2

Estadistica Descriptiva

Variable Media Desviacion tipica Error tipico N
TFG 34,5 11,5 0,989 135
ST2 (ng/ml) 0,122 0,059 0,005 135

Matriz de la correlacion (R)

TFG ST2 (ng/ml)
(cont.)
TFG 1,000 0,028
ST2 (ng/ml) 0,028 1,000

Significado de la correlacion (P)

TFG ST2 (ng/ml)

TFG - 0,748

ST2 (ng/ml) 0,748 -

Tabla 18: Resultados de la correlacién de Pearson- Aclaramiento de creatininay ST2

Estadistica Descriptiva

Variable Media Desviacion Tipica Error Tipico N
Cr de seleccion 2,175 0,859 0,081 113
ST2 (ng/ml) 0,122 0,058 0,006 113

Matriz de Correlacion (R)

Cr de seleccién ST2 (ng/ml)
Cr de seleccion 1,000 -0,018
ST2 (ng/ml) -0,018 1,000

Significado de Correlacion (P)

Cr de seleccion ST2 (ng/ml)

Cr de seleccion - 0,851

ST2 (ng/ml) 0,851 -
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Estos resultados demuestran que, como era de esperar en esta poblaciéon de sujetos con insuficiencia renal tratada
cronica, no existe correlacién entre los niveles de ST2 y TFG (p = 0,75) o aclaramiento de creatinina (p = 0,851) en
esta poblacion. Esto indica que la insuficiencia renal, por si misma, no produce una elevacion de los niveles de ST2.

Los mismos analisis se realizaron en una poblacion de 139 sujetos en el Hospital de la Administracion de Veteranos de
San Diego. A todos los sujetos previamente se les habia diagnosticado insuficiencia cardiaca aguda descompensada
(ICAD), y el nivel medio de ST2 fue aproximadamente dos veces el observado en la poblacién de pacientes con
insuficiencia renal crénica pero sin IC (véanse las Tablas 17-18). Hay una correlaciéon casi ubicua entre la insuficiencia
renal y la insuficiencia cardiaca, con una confluencia de casi el 80% de pacientes con IC en estadio Ill/IV que también
tienen alteracion de la funcion renal (Fonarow y Heywood, Am. J. Med. (2006) 119(12A): S17-S25). De esta manera, como
la ICAD esta correlacionada con los niveles de ST2, seria de esperar que se observara una correlacion entre la
insuficiencia renal (medida por TFG) y los niveles de ST2. Esto fue exactamente lo que se observd, como se muestra en
las Tablas 19y 20.

Tabla 19: Resultados de la correlacion de Pearson - TFG y ST2 en ICAD

Estadistica Descriptiva
Variable Media Desviacion Tipica Error tipico N
TFG 59,1 253 2.143 139
ST2 (ng/ml) 0,283 0,332 0.028 139
Matriz de Correlacion (R)

TFG ST2 (ng/ml)
TFG 1,000 -0,062
ST2 (ng/ml) -0,062 1,000

Significado de Correlacion (P)

TFG ST2 (ng/ml)
TFG - 0,470
ST2 (ng/ml) 0,470 -

Tabla 20: Resultados de la correlacion de Pearson - Relaciones de TFG y ST2 en ICAD

Estadistica Descriptiva
Variable Media Desviacion Tipica Error tipico N
TFG 59,1 253 2,143 139
Relacion de ST2 1,038 3,038 0,258 139
Matriz de Correlacién (R)
TFG Relacién de ST2
TFG 1,000 -0,161
Relacion de ST2 -0,161 1,000
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Significado de Correlacion (P)

TFG

Relacion de ST2

TFG

0,058

Relacion de ST2

0,058

Estos resultados demuestran que, en sujetos con ICAD, los valores de ST2, representados como un solo nivel o como
una relacion, estan correlacionados con las mediciones de la insuficiencia renal, pero son independientes de la

insuficiencia renal.

5 Ejemplo 9: El riesgo de la mortalidad se correlaciona con las concentraciones de ST2

Se evalud la cantidad de riesgo de mortalidad aumentado en los sujetos que participaron en el estudio PRIDE vy los

veteranos de la poblacion descrita en el Ejemplo 8.

Se evaluaron tanto umbrales de ST2 de 0,2 como de 0,7 ng/ml a través de toda la poblacion (Tabla 21) y la subserie de
ICAD (Tabla 22). La mayor diferencia entre los dos umbrales es que el VPP aumenta y el VPN disminuye para el umbral

10 de 0,7 ng/ml en estas dos series de pacientes.

Tabla 21 - % de Mortalidad por el nivel de ST2 en la Cohorte de PRIDE

S$T2>0,7 ST2<0,7 S§T22>0,2 S§T2<0,2
N Total 146 447 317 275
N Mortalidad 52 41 88 5
% Mortalidad 35,6% 9,2% 27,8% 1,8%

El VPN para 0,2 ng/ml es del 98,2% y para 0,7 ng/ml es del 90,8% en esta poblacion.

Tabla 22: Porcentaje de Mortalidad por nivel de ST2 en sujetos con ICAD

S§T2>0,7 S§T2<0,7 S§T22>0,2 ST2<0,2
N Total 81 127 167 41
N Mortalidad 30 26 55 1
% Mortalidad 37,0% 20,5% 32,9% 24%

15

El VPN para 0,2 ng/ml es del 97,6% y para 0,7 ng/ml es del 79,5% en esta cohorte.

Para la relacion de ST2 del estudio VET, los resultados se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23 -- Porcentaje de mortalidad en sujetos con insuficiencia renal crénica

Relacion ST2
>0,85 <0,85
N 35 79
Mortalidad 8 3
% Mortalidad 22,9% 3,8%
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El' VPN para esta medicién es del 96,2%.

Otras realizaciones

Debe entenderse que aunque la invencion se ha descrito en relacion con la descripcion detallada de la misma, la anterior
descripcion pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para evaluar el riesgo de muerte dentro del afio para un sujeto, comprendiendo el
procedimiento:

obtener un primer nivel de ST2 en una primera muestra de ensayo de un sujeto;

obtener un segundo nivel de ST2 en una segunda muestra de ensayo de un sujeto en un segundo punto de
tiempo; y

comparar el primer y el segundo nivel de ST2, en el que una diferencia entre el primero y el segundo nivele de ST2
indica el riesgo de muerte del sujeto en un plazo de un afo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que se ha administrado un tratamiento al sujeto después de obtener el
primer nivel y antes de obtener el segundo nivel.

3. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que un segundo nivel que es inferior al primer nivel indica que el
tratamiento es eficaz.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que una disminucion desde el primer al segundo nivel indica que el riesgo
de muerte del sujeto ha disminuido.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que una disminucién significativa, ausencia de cambios o un incremento
desde el primero al segundo nivel indica que el riesgo de muerte del sujeto ha aumentado.

6. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, que comprende determinar al menos un primero, un segundo y un tercer nivel
de ST” en una muestra del sujeto y comparar los niveles.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sujeto presenta uno o mas sintomas no especificos.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que dicho uno o mas sintomas no especificos se seleccionan entre el
grupo que consiste en dolor o malestar toracico, falta de aliento, nauseas, vomitos, eructos, sudoracién, palpitaciones,
mareo, fatiga y desvanecimiento.

9. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que las muestras de ensayo son muestras de suero, sangre, plasma, orina
o tejido corporal.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sujeto no tiene un trastorno cardiovascular.
11. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el sujeto tiene un trastorno pulmonar o un trastorno hepatico.
12. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sujeto tiene un un IMC de 25-29, un IMC > 30 o insuficiencia renal.

13. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que pasan al menos dos dias entre la obtencién de la primera y de la
segunda muestras de ensayo.

14. Un procedimiento in vitro para evaluar el riesgo de muerte en un afio para un sujeto que presenta uno o mas sintomas
no especificos, comprendiendo el procedimiento

determinar el nivel de ST2 en una primera muestra del sujeto y un nivel de BUN en la primera muestra;
determinar el nivel de ST2 en una segunda muestra del sujeto;

comparar los niveles de ST2 en la primera y la segunda muestra, para determinar una relacion de ST2;
comparar el nivel de BUN en la primera muestra con un nivel de referencia preseleccionado; y
comparar la relacion de ST2 con una relacién de referencia;

en el que la relacion de referencia de ST2 en la primera y la segunda muestra y el nivel de BUN en la primera
muestra, en comparacion con la relacion de referencia y un nivel, indica el riesgo de muerte del sujeto.
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15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que riesgo de muerte del sujeto en un afio se determina de acuerdo con
la siguiente tabla:

Relacion ST2 < 0,85 Relacion ST2 > 0,85
BUN < 40 mg/dI Riesgo Minimo Riesgo Medio
BUN > 40 mg/dl Riesgo Medio Riesgo Maximo
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FIGURA 1
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FIGURA 3A
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FIGURA 4
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FIGURA 6
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FIGURA 7A
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FIGURA 7C
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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